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RESUMEN 
 
 
 
 
La infertilidad es un importante problema médico cuyo estudio es de 
gran interés científico y social. La infertilidad masculina se debe a una 
espermatogénesis defectuosa, causada por uno o varios fallos durante 
la biogénesis del espermatozoide.  
 
La espermatogénesis puede dividirse en tres fases: proliferación, 
meiosis y diferenciación o espermiogénesis. Durante la última fase, las 
espermátidas redondas se transforman en espermátidas alargadas 
mediante varias modificaciones estructurales: la biogénesis del 
acrosoma, la compactación nuclear, la formación del flagelo, la 
reorganización mitocondrial y la eliminación de casi todo el citoplasma. 
La elongación celular se produce por la acción del complejo acrosoma-
acroplaxoma-manchette, estructuras únicas de las células germinales 
masculinas.  
 
En este trabajo se han analizado la distribución y expresión de dos 
proteínas acrosómicas, GCNF y sp56, en un modelo murino infértil 
globozoospérmico Gopc-/-. La deleción de Gopc causa fallos durante la 
espermiogénesis, como la incorrecta biogénesis del acrosoma, núcleos 
redondos, desorganización del acroplaxoma y manchette e incluso 
morfología espiral de los flagelos, lo que caracteriza a sus individuos 
machos adultos cuyos espermatozoides presentan cabezas con forma 
globular. 
 
Se ha observado que la proteína GCNF, factor de transcripción que 
reprime la expresión de los genes Oct4, Protamina 1 y Protamina 2, se 
localiza en el núcleo, acrosoma y manchette de las células germinales, 
por lo que su transporte entre estas tres estructuras parece estar 
conectado. Por su parte, se ha caracterizado la proteína acrosómica 
sp56 tanto en el acrosoma como en el citoplasma de todas las células 
haploides. Su localización en el citoplasma parece indicar que su 
transporte hacia el acrosoma se produce, además de en vesículas desde 
el aparato de Golgi, también desde otra vía de transporte intracelular de 
vesículas. Las dos proteínas estudiadas se encuentran en mayor 
concentración en las células germinales de ratones Gopc-/- que en las de 
genotipo silvestre. Estos resultados sugieren que la ausencia de la 
proteína GOPC provoca una desorganización del complejo acrosoma-
acroplaxoma-manchette, lo que induce un desajuste en el transporte de 
las proteínas espermáticas hacia su lugar de actuación. 
 
Los estudios sobre la infertilidad masculina se suelen realizar 
utilizando ratones knockout, modelos de estudio cuyas mutaciones 
genéticas en todas las células del organismo pueden provocar letalidad 
  
 
 
del embrión, baja tasa de supervivencia de las crías o un fallo sistémico 
en el adulto, por lo que sería interesante utilizar un modelo de estudio 
in vivo en el que la proteína que se analiza esté bloqueada en el órgano 
de estudio exclusivamente. De esta manera se puede aprovechar la 
anatomía del testículo que permite introducir en los túbulos 
seminíferos, a través de los conductos eferentes, anticuerpos que 
bloquean proteínas implicadas en la formación del espermatozoide. En 
este trabajo se ha bloqueado la acción de la proteína GOPC 
directamente en las células germinales para conseguir un fenotipo 
globozoospérmico. Así, el arresto de la proteína GOPC in vivo mediante 
microinyección intratesticular provoca una espermiogénesis defectuosa 
en muchas de las células germinales, similar a lo observado en las 
células haploides de ratones Gopc-/-. El bloqueo de una proteína diana 
sólo en las células germinales podría ser la base para desarrollar un 
método anticonceptivo para el hombre duradero, no hormonal y 
reversible. 
 
ABSTRACT 
 
 
 
 
Infertility is a medical problem of great importance, whose study is of 
great scientific and social interest. Male infertility is due to defective 
spermatogenesis, caused by one or several failures during sperm 
biogenesis. 
 
Spermatogenesis can be divided into three phases: proliferation, 
meiosis and differentiation or spermiogenesis. During the last phase, 
the round spermatids develop into elongated spermatids through 
several structural modifications: acrosome biogenesis, nuclear 
compaction, flagella formation, mitochondrial reorganization and the 
removal of almost all the cytoplasm. Cellular elongation is produced by 
the action of the acrosome-acroplaxoma-manchette complex, unique 
structures of the male germ cells. 
 
In this work, we have analyzed the distribution and expression of two 
acrosomal proteins, GCNF and sp56, in an Gopc-/- infertile 
globozoospermic murine model, whose spermatozoa have globular 
heads because Gopc deletion causes failures during spermiogenesis, 
such as the incorrect biogenesis of the acrosome, round nuclei, 
disorganization of the acroplaxome and manchette and spiral flagella. 
 
We have observed that the GCNF protein, a transcription factor that 
represses Oct4, Protamine 1 and Protamine 2 genes, was located in the 
nucleus, acrosome and manchette of the germ cells, so its transport 
between these three structures seems be connected. On the other hand, 
the acrosome protein sp56 has been characterized both in the acrosome 
and the cytoplasm of all haploid cells. Its location in the cytoplasm 
suggests that its transport to the acrosome occurs by means of vesicles 
from the Golgi apparatus and from another intracellular vesicle 
transport pathway. The two proteins studied are more highly 
concentrated in Gopc-/- mice germ cells than in the wild type. So, the 
absence of the GOPC protein may disorganize the acrosome-
acroplaxoma-manchette complex, which induces a mismatch in the 
transport of the sperm proteins to their target. 
 
Studies on male infertility are usually done using knockout mice, 
whose genetic mutations in the whole organism can cause embryo 
lethality, offspring low survival rate or a systemic failure in the adult. It 
would be interesting to use an in vivo study model in which the protein 
to be analyzed is exclusively blocked in the organ of study. In this way, 
it is possible to take advantage of the anatomy of the testicle that allows 
to introduce in the seminiferous tubules, through the efferent tubules, 
antibodies that block proteins involved in the formation of the 
  
 
 
spermatozoon. In this work, the action of the GOPC protein has been 
blocked directly in the germ cells to achieve a globozoospermic 
phenotype. Thus, the arrest of the GOPC protein in vivo by 
intratesticular microinjection caused a defective spermiogenesis in 
many of the germ cells, similar to the haploid cells of Gopc-/- mice. 
Blocking a target protein only in germ cells could be the basis for 
developing a long-lasting, non-hormonal and reversible contraceptive 
method for men. 
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Hoy en día, la infertilidad es un tema que suscita mucho interés ya 
que es un problema que afecta al 10-15% de las parejas (Sharlip et al., 
2002, Matzuk y Lamb, 2002). En cifras se estima que mundialmente hay 
alrededor de 48,5 millones de parejas con problemas de fertilidad 
(Mascarenhas et al., 2012). Es un problema tan extendido que ha sido 
definido por la Organización Mundial de la Salud (WHO) como una 
enfermedad del sistema reproductor (Zegers-Hochschild et al., 2009).  
 
Más de la mitad de los problemas de fertilidad de las parejas se 
atribuyen al varón (Feng, 2003; Massart et al., 2012). Se estima que en el 
mundo la tasa de infertilidad masculina se encuentra entre el 2,5% u el 
12% de toda la población mundial, dependiendo de cada región (Fig. 1) 
(Agarwal et al., 2015). 
 
Figura 1. Mapa mundial que muestra una estimación de la tasa de 
infertilidad masculina por regiones. Los porcentajes están calculados 
en base al estudio realizado por Cates et al. (1985), con datos actuales 
(Extraído de Agarwal et al., 2015). 
 
Gran proporción de los hombres no conciben debido a la falta de 
producción de espermatozoides (azoospermia) o producen 
espermatozoides con morfología anormal (teratozoospermia), entre otras 
anomalías (Liska, 2003). Los fallos en el desarrollo de espermatozoides 
maduros fértiles pueden darse por mutaciones de genes esenciales para 
la correcta espermatogénesis. También la fertilidad masculina está 
influenciada por una gran variedad de factores psicológicos, 
ambientales y genotóxicos que generan problemas de infertilidad 
masculina en distintos niveles (Toshimori et al., 2004). 
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Los mecanismos genéticos que regulan la gametogénesis y la 
reproducción se han estudiado por medio del uso de ratones knockout, 
modificados genéticamente para que sean infértiles (Roy y Matzuk, 2006). 
De esta manera, se han podido realizar estudios in vivo de mutaciones 
que provocan infertilidad, los cuales no se podrían llevar a cabo en el 
hombre. Los estudios con ratones knockout no solo revelan las 
funciones esenciales de estos genes en el desarrollo de las células 
germinales masculinas, sino también apuntan a la noción interesante 
de que estos genes y sus productos proteicos pueden ser dianas para el 
desarrollo de anticonceptivos masculinos (Yan, 2009; Jamsai y O’Bryan, 
2010; O´Donnell et al., 2011).  
 
Debido al gran impacto social y médico que tiene la infertilidad 
actualmente, la mayoría de los estudios se centran en el conocimiento 
de sus causas para obtener un tratamiento eficaz. También, es muy 
interesante conocer las bases metabólicas de la infertilidad masculina 
para, incluso, desarrollar un método contraceptivo masculino sencillo, 
eficaz, duradero y reversible. 
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1. EL TESTÍCULO 
 
El testículo es el órgano donde se forma el gameto masculino, el 
espermatozoide. Los testículos, que se encuentran por pares en el 
organismo, forman parte del aparato reproductor masculino, junto con 
el epidídimo, el conducto deferente, el conducto eyaculador, las 
vesículas seminales, la próstata y el órgano de cópula (Kierszenbaum y 
Tres, 2016). 
 
1.1. Organización estructural 
 
1.1.1.Anatomía 
 
El testículo está formado por dos compartimentos: el intersticio, 
donde se encuentran las células de Leydig y los vasos sanguíneos, y los 
túbulos seminíferos, en donde están los distintos tipos de células 
espermatogénicas y las células de Sertoli, formando un epitelio 
estratificado. Las células del epitelio seminífero se posan sobre una 
lámina propia, compuesta por una capa de células mioides 
peritubulares y una red de fibrillas de colágeno tipo I (Wong et al., 2008; 
Ross y Pawlina, 2012). Cada túbulo seminífero comienza y termina en la 
rete testis. Estructuralmente se encuentran muy contorneados y 
empaquetados, plegándose sobre sí mismos. Recubriendo estos 
compartimentos se encuentra la túnica albugínea, una cápsula de 
tejido conjuntivo denso que mantiene la forma ovalada (Fig. 2). 
 
 
Figura 2. Esquema de un testículo 
humano. El testículo está rodeado por 
la túnica albugínea, de la que salen 
numerosos tabiques que dividen al 
testículo en lobulillos. Dentro de cada 
lobulillo se encuentran los túbulos 
seminíferos (1) que se unen en la rete 
testis (2), de la que nacen los 
conductos eferentes (3), que convergen 
en el epidídimo (4) hasta el conducto 
deferente (5) (Extraído de 
Kierszenbaum y Tres, 2016). 
 
Esta organización estructural no tiene grandes variaciones entre 
ratones y humanos. Aun así, en humanos el testículo está dividido en 
lobulillos que separan los túbulos seminíferos mediante tabiques 
incompletos de tejido conjuntivo. Esta subdivisión del testículo no se da 
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en ratones. Por otro lado, el epitelio de cada túbulo seminífero se 
asienta sobre una membrana basal, constituida por la lámina basal y la 
lámina reticular. Finalmente, rodeando la membrana basal se sitúa la 
lámina propia, que en el ser humano está formada por tejido conjuntivo 
con 3 a 5 capas de células mioides peritubulares, mientras que en el 
ratón las células mioides están en monocapa (Ross y Pawlina, 2012). 
 
1.1.2. Tipos de células 
 
 Células del intersticio 
• Células de Leydig 
Estas células somáticas se encuentran en el intersticio, la zona entre 
los túbulos seminíferos, junto a los vasos sanguíneos. Su función 
principal es la de producir testosterona, necesaria para formación de los 
espermatozoides (Payne et al., 1980).  
 
• Células mioides peritubulares 
Las células mioides peritubulares son un componente estructural 
importante en el testículo ya que están localizadas en la lámina propia 
donde se posa el epitelio seminífero (Ross y Pawlina, 2012). Poseen cierta 
capacidad contráctil, gracias a la cual las espermátidas alargadas, sin 
capacidad de movimiento, son propulsadas hacia la rete testis y hacia el 
epidídimo para su maduración. Se trata de un tipo celular que 
comparte características con los fibroblastos y las células del músculo 
liso (Davidoff et al., 1990). A parte de tener esta función contráctil, 
también regulan la espermatogénesis, ayudando a establecer el nicho 
para las espermatogonias (Frenkenthaler et al., 2014). 
 
 Células del epitelio seminífero 
La característica principal de este epitelio es que está compuesto por 
células haploides y diploides, en una organización muy especial 
(Kierszenbaum y Tres, 2016). Así, es un epitelio estratificado complejo, 
formado por las células espermatogénicas y las células de Sertoli. 
 
Las células espermatogénicas son las células germinales. Llevan a 
cabo el proceso de espermatogénesis, o de formación del gameto 
masculino, en el cual mediante las meiosis I y II, se convierten en 
células haploides, y sufrirán una serie de modificaciones estructurales 
dando como resultado el espermatozoide (Fig. 3). 
 
Las células espermatogénicas son las espermatogonias, 
espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios, espermátidas 
redondas y espermátidas alargadas. Se desarrollan y diferencian de 
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manera radial centrípeta, es decir, desde la base del epitelio hasta el 
lumen (Fig. 3). El epitelio se puede dividir en dos compartimentos: el 
compartimento basal, donde están situadas las espermatogonias y los 
espermatocitos primarios, y el compartimento adluminal, donde se 
localizan los espermatocitos secundarios, las espermátidas redondas y 
las espermátidas alargadas. 
 
Figura 3. Organización de las células espermatogénicas en el 
epitelio seminífero. El epitelio seminífero se puede separar en dos 
compartimentos: el compartimento basal, con las espermatogonias y los 
espermatocitos primarios, y el compartimento adluminal, con los 
espermatocitos secundarios, las espermátidas redondas y las 
espermátidas alargadas. Las células de Sertoli se extienden desde la 
base, donde se encuentra el núcleo, hasta el lumen. La lámina propia 
está formada por las células mioides (Extraído de Sharma y Agarwal, 
2014). 
 
Todas las células espermatogénicas están conectadas entre sí por 
puentes citoplasmáticos debido a citocinesis incompletas. Se cree que 
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estos puentes sirven para sincronizar la maduración entre las gonias y 
el resto de tipos celulares del epitelio (Fawcettet al., 1959; Huckins, 1978; 
Russell et al., 1990; Sharma y Agarwal, 2014). Cuando se habla de ellas se 
incluyen todas en el mismo conjunto celular. Pero hay que destacar 
que, aunque todas provienen de la misma célula primordial, son 
distintos tipos celulares debido a que cada una tiene sus características 
estructurales.  
 
• Espermatogonias  
Hay tres tipos de gonias. 
 
1. Espermatogonias células madre: Estas células actúan como las 
células madre de este epitelio ya que sufren divisiones mitóticas para 
renovar su número. Reciben el nombre de espermatogonias del tipo A 
y, en algunos trabajos, también se refieren a ellas como 
espermatogonias del tipo A oscuro.  
2. Espermatogonias proliferativas: Se las denomina proliferativas 
porque sufren una gran cantidad de divisiones mitóticas para 
aumentar su número y seguir el proceso de diferenciación. Se 
engloban dentro de la categoría de espermatogonias del tipo A 
aunque se las puede diferenciar llamándolas espermatogonias del 
tipo A claro.  
3. Espermatogonias diferenciativas: Dentro de esta categoría están 
las espermatogonias intermedias y las espermatogonias del tipo B 
(Fig. 4). Se denominan diferenciativas ya que las espermatogonias del 
tipo A se dividen mediante mitosis para dar las espermatogonias 
intermedias y estás, igualmente, mediante mitosis se dividen en 
espermatogonias del tipo B. Las espermatogonias del tipo B son las 
que entrarán en la profase I de la meiosis I, y producirán los 
espermatocitos primarios. 
 
 
 
 
 
Figura 4. Foto de microscopía 
electrónica de transmisión del 
núcleo de una espermatogonia 
del tipo B de ratón. Se observa 
que la heterocromatina está 
localizada cerca de la membrana 
nuclear interna. Barra 1µm. 
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Las espermatogonias se encuentran en la base del epitelio. Presentan 
un núcleo de forma ovoide y están en contacto con las células de Sertoli 
adyacentes. Las espermatogonias del tipo A y las espermatogonias 
intermedias tienen poca heterocromatina, localizada cerca de la 
membrana nuclear interna; mientras que la heterocromatina de las 
espermatogonias del tipo B forma grumos grandes también cerca de la 
membrana nuclear interna y cerca del nucleolo (Russell et al., 1990; Ross 
y Pawlina, 2012; Sharma y Agarwal, 2014). 
 
• Espermatocitos primarios 
La característica principal de estas células es que se pueden 
encontrar en todos los estadios del ciclo del túbulo seminífero, el cual se 
explicará en el punto 2.3. Estas células se encuentran en la profase I de 
la meiosis I. A medida que la profase meiótica avanza, las células van 
sufriendo cambios estructurales: 
 
1. Espermatocitos en preleptoteno-leptoteno-zigoteno: la forma del 
núcleo se va haciendo más circular debido a que comienzan a 
moverse desde la base del epitelio hacia el lumen. La heterocromatina 
pasa de estar cerca de la envoltura nuclear a estar por todo el núcleo. 
Ya en zigoteno el núcleo es algo más grande y comienzan a formarse 
los complejos sinaptonémicos, el emparejamiento de los cromosomas 
homólogos. 
2. Espermatocitos en paquiteno: Esta fase está presente en casi 
todos los estadios del ciclo. El núcleo es de forma redonda y se va 
agrandando en cada paso del desarrollo (Russell et al., 1990). Los 
complejos sinaptonémicos están ya formados y se produce la 
recombinación entre cromosomas homólogos. También se forma el 
Cuerpo XY o vesícula sexual formada por la condensación de los 
cromosomas sexuales. Esta heterocromatina suele estar localizada en 
un área específica, cerca de la envoltura nuclear. La formación de 
este cuerpo heterocromático previene que el DNA sufra daños y que 
se produzca una recombinación no homóloga (Bauer et al. 1998) (Fig. 
5). 
3. Espermatocitos en diploteno: en esta fase el núcleo alcanza su 
mayor tamaño y los complejos sinaptonémicos se han desmontado, 
pero las cromátidas quedan unidas por los quiasmas. Después de 
esta fase se da la primera división meiótica. 
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Figura 5. Foto de microscopía 
electrónica de transmisión de 
núcleo de espermatocito en fase 
de paquiteno de ratón. Barra 1µm. 
 
• Espermatocitos secundarios 
Las células que se forman después de la primera división meiótica 
son los espermatocitos secundarios. Los espermatocitos secundarios se 
dividen por meiosis, produciendo las espermátidas redondas. 
 
• Espermátidas  
Se suelen distinguir dos grupos de espermátidas debido a su 
morfología, espermátidas redondas y espermátidas alargadas. No 
obstante, hay que tener en cuenta que se hace referencia a una sola 
célula que deriva de un espermatocito secundario y que sufre cambios 
morfológicos drásticos. 
 
1. Espermátidas redondas: su característica principal es el núcleo 
redondo. El acrosoma, orgánulo que contiene todas las enzimas 
hidrolíticas necesarias para la fecundación del ovocito, comienza a 
desarrollarse en esta fase. Se observa cómo va creciendo desde una 
vesícula hasta ocupar toda la parte anterior de la célula (Fig. 6A). 
2. Espermátidas alargadas: se caracterizan por tener el núcleo 
alargado. La cromatina comienza a condensarse a medida que se va 
alargando el núcleo. En esta fase el acrosoma ocupa toda la parte 
anterior del núcleo. Este está unido al acroplaxoma, una estructura 
de unión entre el acrosoma y el núcleo, y a la manchette, estructura 
de elongación de las espermátidas redondas situada en los laterales 
del núcleo (Fig. 6B). Estas dos estructuras citoesqueléticas se 
describirán más adelante. 
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Figura 6. Fotos de microscopía electrónica de transmisión de 
espermátidas de ratón. A) espermátida redonda (Barra: 1µm); B) 
espermátida alargada (Barra: 500nm). Se observa cada núcleo con su 
acrosoma y acroplaxoma situados en la parte anterior de la célula. La 
manchette en la espermátida alargada se sitúa a ambos lados del núcleo. 
N: núcleo, Ac: acrosoma, AP: acroplaxoma, M: manchette. 
 
• Células de Sertoli  
Las células de Sertoli son células somáticas localizadas entre las 
células espermatogénicas en el epitelio del túbulo seminífero. Estas 
células son un factor clave para la correcta biogénesis del 
espermatozoide. Tienen forma cilíndrica y su núcleo suele presentar 
una forma triangular. Están siempre en contacto con todos los tipos de 
células espermatogénicas mediante prolongaciones apicales y laterales 
(Russell et al., 1990; Cheng y Mruk, 2002; Ross y Pawlina, 2012). 
 
En el ratón comienzan a observarse desde el desarrollo del embrión y 
después del nacimiento su número sigue incrementándose hasta la 
pubertad.  
 
Tienen varias funciones. En primer lugar, son las responsables de la 
estructura del epitelio, y le confieren polaridad, permitiendo la 
movilidad de las células espermatogénicas desde la base del epitelio 
hacia el lumen. También tienen la función de regulación hormonal, 
necesaria para el comienzo de la espermatogénesis. Igualmente, estas 
células presentan uniones celulares específicas entre ellas lo que 
origina la Barrera Hemato-Testicular (The Blood-Testis Barrier) que 
divide el epitelio del túbulo en un compartimento basal y un 
compartimento adluminal. Además, degradan los restos citoplasmáticos 
producidos por las espermátidas alargadas y participan en la 
espermiación, el proceso de liberación de las espermátidas maduras al 
A 
N 
Ac AP 
B 
N 
Ac 
M 
M 
AP 
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lumen (Russell et al., 1990; Cheng y Mruk, 2002). Por otro lado, actúan 
durante la formación de las espermátidas alargadas ya que los 
filamentos de actina que recubren a las espermátidas ejercen fuerzas 
constrictoras en la zona del núcleo (Kierszenbaum et al., 2003; 
Kierszenbaum et al., 2007). 
 
Las diferentes uniones estructurales que existen entre las células de 
Sertoli y las células espermatogénicas, y entre las propias células de 
Sertoli, son uniones específicas que sólo se producen en este tejido (Fig. 
7). Tienen la capacidad de formarse y remodelarse a medida que las 
células espermatogénicas se diferencian y migran desde la base del 
epitelio hacia el lumen (Cheng y Mruk, 2002; Mruk y Cheng, 2004; Wong et 
al., 2008).  
 
Figura 7. Esquema de los distintos tipos de uniones celulares entre 
las células de Sertoli en el epitelio del túbulo seminífero. Se 
encuentran señalizadas las uniones entre células de Sertoli-células 
germinales: zonula adherens (unión de anclaje), Apical Ectoplasmic 
Specializations (especializaciones ectoplasmáticas apicales), uniones de 
tipo desmosómico y uniones Gap (uniones comunicantes). También 
están representadas las uniones que forman la barrera Hemato-
Testicular: zonula occludens (unión estrecha), Basal Ectoplasmic 
Specialization (especializaciones ectoplasmáticas basales) y Tubulobulbar 
Complex (complejos tubulobulbares). Finalmente, aparecen las uniones 
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con la membrana basal: hemidesmosomas (Modificado de Mruk y Cheng, 
2004). 
 
Uniones célula de Sertoli-célula espermatogénica (Mruk y Cheng, 2004): 
o Zonula adherens: uniones de anclaje que están localizadas en 
todas las células espermatogénicas y dan integridad al tejido. Las 
especializaciones ectoplasmáticas apicales son un tipo especial de 
unión de anclaje que están localizadas entre las células de Sertoli y 
las espermátidas alargadas situadas en la parte del epitelio más 
cercana al lumen (Vogl et al., 2000; Wong et al., 2008). 
o Uniones de tipo desmosómico: proporcionan la estructura al 
epitelio. Estas uniones no se encuentran en las espermátidas 
alargadas, permitiendo su liberación al lumen. 
o Uniones Gap: uniones comunicantes desde las células de Sertoli a 
las células espermatogénicas. 
 
Uniones entre células de Sertoli (Mruk y Cheng, 2004): 
o Complejos tubulobulbares: se encuentran en la Barrera Hemato-
Testicular y en la zona de la curvatura interna de la cabeza de la 
espermátida alargada (O’Donnell et al., 2011). 
o Zonula ocludens: uniones estrechas que forman la Barrera 
Hemato-Testicular, impidiendo la difusión de solutos del tracto 
circulatorio, y responsables también de dar polaridad al epitelio. 
o Las especializaciones ectoplasmáticas basales unen las células de 
Sertoli entre sí (Vogl et al., 2000; Wong et al., 2008). 
 
Uniones célula de Sertoli-lámina propia (Mruk y Cheng, 2004): 
o Hemidesmosomas: anclan la célula de Sertoli a la membrana 
basal. 
 
1.1.3. La Barrera Hemato-Testicular 
 
Como ya se ha mencionado, una de las funciones de las células de 
Sertoli es la de crear la Barrera Hemato-Testicular que separa 
inmunológicamente las células espermatogénicas del resto del 
organismo. Esta separación es muy importante puesto que las células 
espermatogénicas son reconocidas como extrañas por el sistema 
inmunitario y puede producir anticuerpos contra ellas. Por otro lado, 
actúa de barrera de protección de las espermatogonias contra agentes 
externos; en definitiva, crea un microambiente específico para la 
correcta formación del gameto masculino (Cheng y Mruk, 2002; Mruk y 
Cheng, 2004; Wong et al., 2008). Las uniones entre las células de Sertoli, 
explicadas anteriormente, zonula occludens, especializaciones 
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ectoplasmáticas basales y los complejos tubulobulbares, permiten 
construir esta barrera (Fig. 7). 
 
1.2. Regulación hormonal 
 
En el testículo postnatal la regulación hormonal comienza con la 
producción por parte del hipotálamo de la hormona liberadora de 
Gonadotropinas (GnRH). Esta hormona estimula la secreción de la 
Hormona Luteinizante (LH) y la Hormona Foliculoestimulante (FSH) por 
la hipófisis. 
 
La función de síntesis hormonal de las células de Leydig está 
regulada por la LH, que desencadena la síntesis de testosterona. La 
testosterona actúa como regulación negativa sobre la hipófisis en la 
síntesis de LH, y a su vez, actúa sobre las células de Sertoli, donde se 
une al receptor de andrógenos. 
 
La testosterona es la hormona responsable de la iniciación y 
mantenimiento de la espermatogénesis, la diferenciación de los órganos 
genitales masculinos y la adquisición de los caracteres sexuales 
secundarios masculinos. 
 
Por otro lado, la FSH se une a receptores encontrados en la célula de 
Sertoli, lo que induce la secreción de Androgen Binding Protein (ABP). La 
ABP permite la unión entre la testosterona y la dihidrotestosterona para 
que la espermatogénesis se lleve a cabo en los túbulos seminíferos. La 
producción de FSH está regulada por la inhibina, que actúa sobre el 
hipotálamo haciendo que éste deje de sintetizar la GnRH (Kierszenbaum 
y Tres, 2016). 
 
1.3. El ciclo del túbulo seminífero 
 
Como ya se ha comentado, las células espermatogénicas se 
desarrollan y diferencian de manera radial centrípeta, esto es, van 
migrando desde la base del epitelio hacia el compartimento adluminal, 
pasando la Barrera Hemato-Testicular sin romper la integridad de la 
misma (Smith y Braun; 2012). Así, se crea un patrón de asociación de 
determinados tipos de células germinales por todo el túbulo seminífero. 
Este patrón de asociación celular va cambiando a lo largo del túbulo 
seminífero, produciéndose el ciclo. El ciclo se divide en diferentes 
estadios y dentro de cada estadio se encuentran los tipos celulares en 
un momento de diferenciación concreto. 
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La primera clasificación de la asociación de los tipos celulares en los 
túbulos seminíferos de ratones fue propuesta por Oakberg (1956), que 
determinó el tiempo de duración de cada estadio y designó los 12 
estadios en los que se divide el ciclo. Actualmente esta descripción es la 
más aceptada y utilizada para el análisis del ciclo del túbulo seminífero 
en ratones. Siguiendo esta primera descripción, Russell et al. (1990) 
realizaron un esquema de los 12 estadios del ciclo del túbulo seminífero 
en ratones: los estadios se denominan con números romanos, las 
espermatogonias se denominan por el tipo de gonia, los espermatocitos 
dependiendo de la fase de la meiosis en la que se encuentren y los tipos 
de espermátidas redondas y alargadas mediante números árabes (Fig. 
8). 
 
Figura 8. Ciclo del túbulo seminífero en ratones. Los estadios del ciclo 
están señalizados con números romanos en la base de la tabla. La 
asociación de tipos celulares de cada estadio esta compartimentalizada 
por líneas discontinuas. In: espermatogonia intermedia, m: división 
celular, B: espermatogonia del tipo B, Pl: espermatocito en preleptoteno, L: 
espermatocito en leptoteno, Z: espermatocito en zigoteno, P: espermatocito 
en paquiteno, D: diacinesis, m2ºm: espermatocitos secundarios, 1–8 
espermátidas redondas, 9–12: espermátidas en elongación, 13-15: 
espermátidas alargadas, 16: espermátidas tardías (Extraído de Russell et 
al., 1990). 
 
Entre ratones y humanos este ciclo muestra algunas variaciones. En 
ratones los estadios son secuenciales durante todo el túbulo y cada 
estadio ocupa una longitud significativa. Por ello, en una sección 
transversal de un túbulo seminífero se observa un único estadio. En 
humanos, por otro lado, la distribución de los estadios es en parcelas, 
es decir, no están secuencialmente distribuidos y en cada zona de un 
túbulo se pueden encontrar varios estadios juntos (Ross y Pawlina, 2012). 
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En el ratón una espermatogonia tarda aproximadamente 35 días en 
diferenciarse a espermátida alargada (Russell et al., 1990). Por su parte, 
en el hombre el tiempo necesario para la espermatogénesis es de 74 
días y alrededor de 12 días para la maduración de la espermátida en el 
epidídimo (Ross y Pawlina, 2012).  
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2. LA BIOGÉNESIS DEL ESPERMATOZOIDE 
 
La espermatogénesis es el proceso por el cual las células de la línea 
germinal masculina se desarrollan y diferencian en una célula tan 
especializada como es el espermatozoide (Clermont, 1972). La biogénesis 
del gameto masculino consta de tres fases: proliferación, meiosis y 
diferenciación celular. Finalmente se produce la espermiación, proceso 
por el cual las espermátidas alargadas recién formadas son liberadas al 
lumen del túbulo seminífero (Ross y Pawlina, 2012). 
 
2.1. Fase de proliferación 
 
En primer lugar, las espermatogonias proliferativas sufren un gran 
número de divisiones mitóticas para obtener un número óptimo de 
células germinales. Después, las espermatogonias diferenciativas se 
dividen mediante mitosis para formar los espermatocitos primarios, y 
entrar en meiosis. 
 
2.2. Fase de meiosis 
 
En segundo lugar, tiene lugar la meiosis mediante dos divisiones 
consecutivas, denominadas meiosis I y meiosis II, mediante las cuales 
se reduce a la mitad la cantidad del material genético, formando células 
haploides.  
 
La meiosis I comienza con la entrada de los espermatocitos en la fase 
de pre-leptoteno, donde comienzan a formarse los complejos 
sinaptonémicos (Grell et al., 1980). A continuación, transcurre la fase de 
paquiteno, donde comienza la recombinación de los cromosomas 
homólogos y se forma el cuerpo XY. En la fase de diploteno, los 
complejos sinaptonémicos ya se han desmontado y los cromosomas 
homólogos se encuentran unidos por los quiasmas (Russell et al., 1990; 
Jan et al., 2012). En este momento ocurre la primera división meiótica, 
cuando cada espermatocito primario forma dos espermatocitos 
secundarios, seguida de la meiosis II, dando como resultado cuatro 
espermátidas redondas haploides. A medida que las meiosis I y II se van 
dando, los espermatocitos se van moviendo hacia la luz del túbulo. 
 
2.3. Fase de diferenciación 
 
Durante la fase de diferenciación, denominada espermiogénesis, se 
produce la transformación de las espermátidas redondas en 
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espermátidas alargadas y, finalmente, en espermatozoides. En este 
proceso tienen lugar las siguientes modificaciones estructurales: la 
biogénesis del acrosoma, la compactación nuclear y elongación celular, 
la formación del flagelo, la reorganización mitocondrial y la eliminación 
de casi todo el citoplasma (Clermont, 1972; Ross y Pawlina, 2012; 
Kierszenbaum y Tres, 2004). 
 
2.3.1. Formación del acrosoma 
 
El acrosoma es un orgánulo que rodea la parte anterior del núcleo y 
que contiene enzimas hidrolíticas que permiten al espermatozoide 
romper las barreras protectoras del ovocito, las células de la granulosa 
y la zona pelúcida, mediante la reacción acrosómica en el momento de 
la fecundación (Berruti y Paiardi, 2011). Entre estas proteínas se 
encuentran inhibidores de proteasas y proteínas de unión a la zona 
pelúcida del ovocito, entre otras (Williams et al., 1993; Baba et al., 1994; 
Kohno et al., 1998).  
 
Su biogénesis es un proceso progresivo que, en el ratón, comienza en 
la fase de paquiteno de la meiosis y acaba en la espermátida alargada 
de tipo 12. El aparato de Golgi comienza a formar las vesículas pre-
acrosómicas que, cuando acaba la meiosis II, son transportadas hacia 
la parte anterior del núcleo donde se fusionarán entre sí y se unirán a 
la envoltura nuclear (Anakwe et al., 1991; Ramalho-Santos et al., 2002). 
Cabe destacar que ya en los espermatocitos en paquiteno se ha 
observado la síntesis de proacrosina, precursor de la acrosina, una de 
las enzimas hidrolíticas localizada en el acrosoma maduro y clave en el 
proceso de fecundación del ovocito (Escalier et al., 1991; Bermudez et al., 
1994). El transporte de las vesículas pre-acrosómicas desde el aparato 
de Golgi hasta la parte anterior del núcleo se produce mediante 
proteínas motoras, como la kinesina y dineina asociadas a los 
microtúbulos y la miosina-Va asociada a los filamentos de actina 
(Kierszenbaum y Tres, 2004). La vesícula acrosómica es redonda hasta 
que hace contacto con el núcleo y se va alargando, a la vez que lo va 
haciendo la espermátida, desde la espermátida tipo 5 a la tipo 12 
(Russell et al., 1990; Yoshinaga y Toshimori, 2003; Jan et al., 2012; Ross y 
Pawlina, 2012; Nakamura, 2013; Kierszenbaum y Tres, 2016).  
 
En el ratón la formación del acrosoma dura aproximadamente dos 
semanas mientras que en el hombre dura un mes (Lin et al., 2007). 
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2.3.2. Elongación celular 
 
Durante la elongación celular, las espermátidas redondas sufren 
modificaciones estructurales hasta acabar con la forma alargada 
característica de los espermatozoides. En este paso de la 
espermiogénesis se producen simultáneamente la compactación del 
material genético, la elongación del núcleo y del acrosoma por la 
actuación conjunta del citoesqueleto.  
 
A continuación se describirán las estructuras del citoesqueleto 
implicadas en la elongación de las espermátidas: la teca perinuclear, el 
acroplaxoma y la manchette. 
 
 La teca perinuclear 
La teca perinuclear recubre todo el núcleo de la espermátida en 
elongación, menos la zona de la pieza de conexión del flagelo (Courtens 
et al., 1976; Longo et al., 1987; Oko y Morales, 1994). Se encuentra 
dividida en dos regiones (Fig. 9) (Fawcett, 1970; Oko y Sutovsky, 2009; 
Toshimori y Eddy, 2015): 
 
 
 
Figura 9. Estructura de la teca perinuclear. La teca 
perinuclear está señalizada en naranja, región sub-
acrosómica y segmento ecuatorial, y en rojo, vaina post-
acrosómica. En azul está el núcleo condensado de la 
espermátida. En marrón se localiza la pieza de conexión del 
flagelo (Modificado de Oko y Sutovsky, 2009). 
 
o Región sub-acrosómica localizada, en la zona apical entre la 
membrana acrosómica interna y la envoltura nuclear (esta región 
también recibe el nombre de acroplaxoma) (Kierszenbaum et al., 2003), 
y en la zona basal en el segmento ecuatorial de la cabeza de la 
espermátida, donde recubre el final del acrosoma hasta situarse entre 
la membrana plasmática y la membrana acrosómica externa.  
o Vaina post-acrosómica entre el final del acrosoma y la pieza de 
conexión. 
 
En su biogénesis, parte de las proteínas que forman la región sub-
acrosómica se transportan hacia la zona de la región acrosómica unidas 
a las vesículas pre-acrosómicas, y cuando alcanzan la envoltura 
nuclear, participan en la unión de estas vesículas al núcleo. Por otro 
lado, durante la formación de la vaina post-acrosómica, las proteínas 
estructurales se traducen en el citosol y son transportadas a través de 
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la manchette hacia la región post-acrosómica (este proceso se explicará 
en el punto 3.3.1.) (Oko y Morales, 1994; Wu et al., 2007; Oko y Sutovsky, 
2009). La vaina post-acrosómica tiene las funciones de activación de la 
anti-poliespermia y del oocito mediante su solubilización en la 
fecundación (Sutovsky et al., 2003; Wu et al., 2007; Oko y Sutovsky, 2009; 
Ito et al., 2009). 
 
 El acroplaxoma 
El acroplaxoma, también denominado región sub-acrosómica, es una 
estructura de citoesqueleto formada por la placa del acroplaxoma y el 
anillo marginal. Está constituida por filamentos de actina y queratina 5 
(Sak57/K5) (Kierszenbaum et al., 2003) (Fig. 10). La placa del 
acroplaxoma está localizada entre la región anterior del núcleo y el 
acrosoma y tiene la función de soporte y unión del acrosoma al núcleo 
durante la elongación de la cabeza de la espermátida. El anillo marginal 
une la membrana acrosómica interna a la envoltura nuclear en la zona 
del segmento ecuatorial (Kierszenbaum et al., 2003; Kierszenbaum y Tres, 
2004; Göb et al., 2010).    
 
 La manchette 
La manchette comienza a ensamblarse cuando la formación del 
acrosoma ya ha comenzado. Es una estructura de citoesqueleto 
formada por microtúbulos y filamentos de actina. Unos microtúbulos 
forman un anillo perinuclear, y otros se encuentran anclados a este 
anillo y orientados hacia el centrosoma (Fig. 10) (Kierszenbaum et al., 
2003; Kierszenbaum y Tres, 2004). La correcta formación y localización de 
la manchette es crucial para la elongación del núcleo. Sin esta 
estructura la cabeza de la espermátida no se alargará (Russell et al., 
1991). 
 
Cabe destacar que existe bastante controversia sobre el centro de 
organización de microtúbulos (MTOC) de la manchette. Por un lado, se 
considera que el centrosoma es el MTOC dado que está formado por 
unidades de γ-tubulina. No obstante, Wolosewick y Bryan (1977) 
postularon que el anillo perinuclear podría actuar como MTOC, aún sin 
tener unidades de γ-tubulina (Moreno y Schatten, 2000). Incluso Petry et 
al. (2013) sugirieron que los microtúbulos pueden formase desde otros 
sitios donde hay más microtúbulos. Otro ejemplo es la proteína 
Centrobina, necesaria para la formación y estabilización de los 
microtúbulos (Gudi et al., 2011), que ha sido localizada en el 
acroplaxoma, el anillo marginal, la manchette, y el centrosoma durante 
la espermiogénesis (Liska et al., 2009) y en el citoplasma (Shin et al., 
2015), lo que sugiere que todas estas estructuras celulares podrían 
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actuar como MTOC. Hoy en día esta parte de la espermiogénesis está 
aún por dilucidar (revisiones en O'Donnell y O'Bryan, 2014; Lehti y Sironen, 
2016). 
 
Figura 10. Esquema de la localización del acroplaxoma y la 
manchette en las espermátidas. El acroplaxoma se encuentra entre el 
acrosoma y la envoltura nuclear. Está formado por la placa del 
acroplaxoma y el anillo marginal, ambos compuestos por filamentos de 
actina y queratina 5 (Sak57/K5). Los microtúbulos del anillo perinuclear 
de la manchette están situados alrededor del núcleo y el resto de los 
microtúbulos están orientados hacia el centrosoma (Modificado de 
Kierszenbaum y Tres, 2004).  
 
En el ratón, la manchette es observable desde la espermátida de tipo 
8 hasta el tipo 13-14 (O'Donnell y O'Bryan, 2014). En esta fase celular el 
anillo marginal del acroplaxoma junto con el anillo perinuclear de la 
manchette, se desplazan hacia la parte opuesta del acrosoma, 
reduciendo su diámetro, lo que provoca la elongación nuclear y 
acrosómica (Russell et al., 1991; Lehti y Sironen, 2016). 
 
 La compactación del material genético 
La compactación del material genético durante la espermiogénesis es 
un proceso diferente a la compactación genómica de una célula 
somática. Las histonas que están unidas al material genético de las 
espermátidas redondas son reemplazadas por histonas específicas del 
testículo, después por proteínas de transición y finalmente por las 
protaminas (Braun, 2001; Kierszenbaum, 2001). El nivel de compactación 
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que se logra es mayor que con las histonas, debido a su estructura rica 
en arginina y la gran cantidad de residuos de cisteína que les confieren 
a estas proteínas la capacidad de unirse fuertemente al DNA y de 
formar puentes disulfuro para aumentar el orden de empaquetamiento, 
respectivamente (Balhorn et al., 2000). La forma de solenoide que 
adquiere el DNA con las histonas es reemplazada por una forma 
toroidal (Allen et al., 1993). Este nivel de compactación protege el 
material genético durante el transporte del espermatozoide por el tracto 
reproductor masculino y femenino.  
 
2.3.3. Formación del flagelo  
 
El flagelo del espermatozoide, empezando desde la cabeza se divide 
en: la pieza de conexión, la pieza intermedia (también denominada 
media), la pieza principal y la pieza terminal (Fig. 11). 
 
En primer lugar, el centrosoma migra hacia la parte opuesta del 
acrosoma en formación, donde el centriolo proximal se posiciona cerca 
de la membrana nuclear haciendo que ésta se invagine. El centriolo 
distal formará el axonema compuesto por nueve dobletes de 
microtúbulos y dos microtúbulos centrales (estructura 9+2). Por encima 
del axonema se extienden nueve fibras densas, compuestas por las 
proteínas Outer dense fiber proteins (ODFs), específicas de esta 
estructura (Petersen et al., 1999). Estas dos estructuras forman la pieza 
de conexión entre el núcleo y el flagelo. A continuación, se produce el 
reclutamiento de las mitocondrias hacia la pieza de conexión, donde se 
redistribuirán helicoidalmente y rodearán las fibras densas, formando 
la pieza intermedia de la cola. Las fibras densas junto con la vaina 
fibrosa, formada por más de 20 proteínas unidas entre ellas por 
puentes disulfuro (revisión en Toshimori y Eddy, 2015), se extenderán por 
el flagelo formando la pieza principal y la pieza terminal de la cola del 
espermatozoide (Inaba, 2011; Ross y Pawlina, 2012; Toshimori y Eddy, 
2015).  
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Figura 11. Estructura del flagelo del espermatozoide. Arriba se 
muestran las estructuras de la cabeza del espermatozoide humano, 
seguido de una ilustración de la pieza intermedia y de la pieza principal 
(Extraído de Ross y Pawlina, 2012). 
 
2.3.4. Fases de la espermiogénesis 
 
Las modificaciones estructurales de la espermiogénesis se producen 
de forma simultánea y se pueden dividir en cuatro fases: fase de Golgi, 
fase de casquete, fase de acrosoma, y fase de maduración (Fig. 12) 
(Abou-Haila y Tulsiani, 2000; Hermo et al., 2010; Jan et al., 2012; Ross y 
Pawlina, 2012; Nakamura, 2013; Kierszenbaum y Tres, 2016).  
 
1.  En la fase de Golgi, el aparato de Golgi forma la vesícula 
acrosómica que se sitúa en la parte anterior del núcleo. Los centriolos 
migran al extremo opuesto de la célula, donde el centriolo distal se 
alinea perpendicularmente al núcleo y se comienza a formar el 
axonema. 
2.  Durante la fase de casquete, el acrosoma se extiende sobre la 
parte anterior del núcleo.  
3.  La fase de acrosoma comienza cuando las espermátidas redondas 
se reorientan de forma que el acrosoma queda mirando hacia la 
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membrana basal del túbulo seminífero. También se forma la 
manchette. Los centriolos se unen al núcleo para formar la futura 
pieza de conexión que unirá la cabeza del espermatozoide con el 
flagelo, y las mitocondrias comienzan su migración hacia la parte 
posterior de la célula. 
4.  Finalmente, durante la fase de maduración, el exceso de 
citoplasma es eliminado y fagocitado por las células de Sertoli.  
 
Figura 12. Esquema de las fases de la espermiogénesis. Las cuatro 
fases de  la espermiogénesis son: la fase de Golgi, la fase de cubierta (o 
casquete), la fase de acrosoma y la fase de maduración. Se observan las 
modificaciones estructurales que acontecen en cada fase (Modificado de 
Kierszenbaum y Tres, 2016). 
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En el ratón, el proceso de espermatogénesis abarca un período de 35 
días, aproximadamente 5 semanas (Russell et al., 1990). Al comienzo de 
la pubertad, las espermatogonias comienzan a proliferar y, alrededor del 
día 9º-10º comienza la fase de meiosis, que resultará en los primeros 
espermatocitos primarios. Durante los siguientes 12 días, éstos pasan 
por las etapas sucesivas de la primera onda de meiosis y las primeras 
células en diploteno aparecen alrededor del día 19º. En la primera 
división meiótica se forman los espermatocitos secundarios que casi 
inmediatamente se someten a la siguiente división meiótica para 
convertirse en espermátidas haploides sobre el día 20º-22º, hasta el día 
35º que alcanzarán la forma alargada (Russell et al., 1990). 
 
2.4. Espermiación 
 
La espermiación es el proceso por el que las espermátidas alargadas 
se liberan del epitelio del túbulo seminífero y son transportados al 
epidídimo para su maduración. Durante este proceso se producen 
cambios tanto en la célula de Sertoli como en la espermátida alargada: 
la eliminación de estructuras especializadas de unión de la célula de 
Sertoli, la remodelación del citoplasma de la espermátida, la 
retractación del citoplasma de la célula de Sertoli y la separación del 
espermatozoide del epitelio al lumen. Estos cambios morfológicos están 
conservados en roedores, monos y humanos. En el hombre la 
espermiación comienza en el estadio II, que se corresponde con el 
estadio VII del ratón (Russell et al., 1993; O’Donnell et al., 2011).  
 
Las uniones intercelulares entre la célula de Sertoli y la espermátida 
alargada, que se eliminan de manera progresiva, son las 
especializaciones ectoplasmáticas y complejos tubulobulbares. Al 
comienzo de la espermiación el citoplasma de las espermátidas 
alargadas está totalmente envuelto por el citoplasma de la célula de 
Sertoli, unidos por las especializaciones ectoplasmáticas. Los complejos 
tubulobulbares en primer lugar se encuentran en la parte curvada de la 
cabeza y cuando el citoplasma de la célula de Sertoli comienza a 
retraerse, las especializaciones ectoplasmáticas son progresivamente 
reemplazadas por los complejos tubulobulbares, ya que se ha observado 
que los dos están formadas por los mismos componentes estructurales. 
Así, los complejos tubulobulbares internalizan las especializaciones 
ectoplasmáticas para su eliminación (Fig. 13) (Russell et al., 1993; 
Guttman et al., 2004). 
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A medida que la espermiación progresa, la espermátida se va 
situando más cerca del lumen y el citoplasma de la célula de Sertoli 
queda en contacto sólo con la parte dorsal de la espermátida. 
Igualmente, el citoplasma de la espermátida comienza a separarse del 
núcleo para su eliminación (Russell et al., 1993). La espermiación 
termina cuando la espermátida alargada es liberada al lumen del túbulo 
seminífero. El exceso de citoplasma es retenido por la célula de Sertoli y 
finalmente fagocitado y transformado en fagosomas (De Kretser et al., 
1988), aunque algo de citoplasma queda adherido a la espermátida en 
forma de gota (citoplasm droplet), localizada en la pieza intermedia 
(Toshimori, 2003).  
 
Figura 13. Proceso de espermiación en el ratón. Se produce la 
eliminación de las uniones celulares especializadas entre la célula de 
Setoli y la espermátida alargada, así como la eliminación de los restos 
citoplasmáticos de la espermátida alargada (Modificado de O´Donnell et 
al., 2011). 
 
Las espermátidas alargadas recién liberadas son inmóviles y son 
transportadas en el líquido secretado por las células de Sertoli hacia el 
epidídimo para su maduración gracias a las contracciones peristálticas 
de las células mioides peritubulares. No obstante, todavía no tienen la 
capacidad de fecundar el oocito, tienen que sufrir el proceso de 
capacitación en el tracto genital femenino. Estos sucesos se explicarán 
más adelante. 
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2.5. El espermatozoide 
 
El espermatozoide es el gameto masculino, una célula haploide con 
una morfología muy característica, esencial para llegar al oocito y 
fecundarlo (Young y Heath, 2000; Kierszenbaum y Tres, 2016). Morfológica 
y funcionalmente se puede dividir en dos partes (Fig. 14):  
 
 La cabeza del espermatozoide 
La cabeza alberga el núcleo con la cromatina, con el nivel máximo de 
empaquetamiento, y el acrosoma, anclado a la envoltura nuclear por el 
acroplaxoma en la región anterior de la cabeza. Como ya se ha 
comentado, el nivel tan alto de condensación protege el material 
genético durante el paso del espermatozoide por el tracto masculino y 
femenino (Braun, 2001; Allen et al., 1993; Kierszenbaum, 2001).  
 
Igualmente, la correcta morfología del acrosoma es primordial para 
que la capacidad de fecundación del espermatozoide no se vea afectada 
(Lin et al., 2007; Buffone et al., 2008). También la presencia de la vaina 
post-acrosómica de la teca perinuclear es fundamental en la activación 
del oocito tras la fecundación del espermatozoide (Sutovsky et al., 2003; 
Ito et al., 2009). 
 
 El flagelo del espermatozoide 
El flagelo está dividido en tres segmentos: las piezas media, principal 
y terminal. Cada parte tiene una composición y función determinada 
para su buen funcionamiento.  
 
En la pieza media se encuentran dispuestas helicoidalmente las 
mitocondrias. Son las encargadas de proporcionar la energía para el 
movimiento del espermatozoide en el tracto genital femenino. El 
annulus (anillo de Jansen) está localizado entre la pieza media y la 
principal de la cola. Es esencial para la integridad mecánica y 
estructural ya que parece que es el encargado de coordinar la 
disposición de las mitocondrias (Toure et al., 2011). Las fibras densas, 
localizadas en las tres piezas, tienen las funciones de protección del 
flagelo durante la maduración del espermatozoide en el epidídimo y la 
eyaculación. También confieren estabilidad, elasticidad y un aumento 
en la capacidad de rotación del flagelo (Toshimori y Eddy, 2015). La vaina 
fibrosa está involucrada en la regulación de la motilidad (Fawcett, 1975).  
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Figura 14. Esquema de la organización 
estructural del espermatozoide. Se 
pueden observar las estructuras de la 
cabeza, donde se encuentran el acrosoma, 
el núcleo y el acroplaxoma, la pieza de 
conexión y la cola, formada por la pieza 
media, anillo, pieza principal y pieza final  
(Extraído de Kierszenbaum y Tres, 2016). 
 
Para que el espermatozoide sea totalmente funcional aún necesita 
sufrir procesos de maduración en el epidídimo. También es importante 
la capacitación del espermatozoide en el tracto genital femenino para 
que se produzca la reacción acrosómica, la principal función del 
acrosoma. 
 
Mediante la maduración, las espermátidas alargadas obtienen la 
capacidad de fertilizar el ovocito y la movilidad del flagelo. Estos 
procesos se dan mediante cambios bioquímicos y morfológicos por la 
acción de diferentes proteínas secretadas por el epitelio del epidídimo 
(Robaire et al., 2006). Algunas proteínas se quedan en el lumen del 
epidídimo, otras se unen a la membrana de la espermátida (Von Horsten 
et al., 2007), y algunas llegan hasta el acrosoma (Dacheux et al., 2005). 
Las proteínas intra-acrosómicas cambian su localización y tamaño 
durante la maduración, como por ejemplo sp10 que sufre cambios de 
glicosilación/desglicosilación (Yoshinaga y Toshimori, 2003). Guyonnet et 
al. (2012) observaron en espermatozoides tras su paso por el epidídimo 
362 nuevas proteínas en la matriz del acrosoma que no estaban en los 
espermatozoides analizados sin madurar. 
 
La capacitación de los espermatozoides maduros se produce durante 
su paso por el tracto genital femenino, para que sean capaces de 
fecundar el oocito. De esta manera, se desenmascaran receptores de 
superficie celular para el reconocimiento y unión del espermatozoide al 
oocito en el momento de la fecundación (Yanagimachi, 1994) y también el 
espermatozoide responde a estímulos procedentes de la zona pelúcida 
del oocito, desencadenando la reacción acrosómica (Chang, 1951).  
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Finalmente, durante la reacción acrosómica se produce una  
exocitosis gradual del acrosoma. En primer lugar se da la unión de la 
Membrana Acrosómica Externa (OAM) con la membrana plasmática del 
espermatozoide, proceso irreversible, lo que provoca la liberación de 
parte de las enzimas hidrolíticas del acrosoma para atravesar las 
células de la granulosa del oocito. A continuación, se produce el 
reconocimiento de la proteína ZP3 del oocito y como consecuencia, se 
expone la totalidad del acrosoma para que el espermatozoide pueda 
atravesar la zona pelúcida (Yoshida et al., 2008). 
 
En los mamíferos, la morfología del espermatozoide está conservada, 
con algunas diferencias importantes. Por ejemplo, la cabeza del 
espermatozoide de rata y ratón es falciforme, mientras que los de 
hombre y perro son de forma ovalada (Russell et al., 1990). Igualmente, el 
espermatozoide humano tiene 60µm de longitud, el de conejo 46µm, el 
de ratón 120µm y el de rata 190µm (Eddy, 2006). 
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3. EL COMPLEJO ACROSOMA-ACROPLAXOMA-MANCHETTE 
 
El complejo acrosoma-acroplaxoma-manchette está formado, como 
su propio nombre indica, por estas tres estructuras, únicas en las 
células espermatogénicas. El acroplaxoma y la manchette se encuentran 
unidos al núcleo mediante el anillo marginal y el anillo perinuclear, 
respectivamente. También se introduce al acrosoma en este complejo 
puesto que estas dos estructuras citoplasmáticas tienen un papel 
fundamental tanto en la formación como en la elongación de este 
orgánulo (Kierszenbaum et al., 2003; Kierszenbaum y Tres, 2004).  
 
La descripción del acrosoma, el acroplaxoma y la manchette como un 
complejo de modelación de la cabeza de las espermátidas en elongación 
fue propuesto por Kierszenbaum y Tres (2004). En esta revisión se 
describe el mecanismo de elongación de las células espermáticas por la 
acción conjunta del acroplaxoma y la manchette, junto con fuerzas 
contráctiles exógenas, generadas por los filamentos de actina presentes 
en las células de Sertoli. 
 
Así, durante la espermiogénesis, el anillo marginal del acroplaxoma 
desciende hacia el axonema, lo que provoca la elongación del núcleo y 
del acrosoma, ya que está unido a ambos (Kierszenbaum et al., 2003; 
Kierszenbaum y Tres, 2004). Por su parte, el anillo perinuclear de la 
manchette va disminuyendo su diámetro a la vez que desciende, junto al 
anillo marginal del acroplaxoma, hacia el axonema (Kierszenbaum y Tres, 
2004) (Fig. 15). Otra función que se le atribuye a este complejo es la de 
transporte a través de los microtúbulos de la manchette de elementos 
nucleares (Kierszenbaum et al., 2002; Göb et al., 2010) y citoplasmáticos 
para la formación del flagelo por los microtúbulos de la manchette 
(Kierszenbaum, 2002; Kierszenbaum et al., 2002; Kierszenbaum et al., 2011; 
Lehti y Sironen, 2016) (Fig. 15).  
 
De esta manera, el complejo acrosoma-acroplaxoma-manchette tiene 
la importante función de elongar el núcleo de las espermátidas en 
formación, al igual que la formación de la pieza de conexión y del 
flagelo. 
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Figura 15. Acción del complejo acrosoma-acroplaxoma-manchette 
en la elongación de la cabeza de una espermátida. A) El anillo 
marginal del acroplaxoma junto con al anillo perinuclear de la manchette 
actúan de forma conjunta en la elongación del acrosoma y el núcleo. Se 
señala la fuerza que hacen los filamentos de actina de la célula de Sertoli 
situados alrededor de la cabeza de la espermátida para la elongación de 
su núcleo. También se observa el transporte núcleo-citoplasma y de 
elementos citoplasmáticos por la manchette (1 y 2); B) Espermátida con 
la cabeza alargada y transporte intraflagelar (3) (Extraído de 
Kierszenbaum y Tres, 2004). 
 
3.1. El acrosoma 
 
Se puede decir que el acrosoma es el orgánulo más importante del 
espermatozoide ya que en su interior se encuentran las enzimas 
hidrolíticas y proteínas clave que permitirán al espermatozoide romper 
las barreras protectoras del oocito (hacerse paso entre las células de la 
granulosa y la zona pelúcida) mediante la reacción acrosómica para que 
se produzca la fecundación (Berruti y Paiardi, 2011). 
 
Como ya se ha explicado en el apartado 2.3.1 de la Introducción, la 
biogénesis del acrosoma comienza en el aparato de Golgi, donde se 
forman las vesículas pre-acrosómicas y se transportan hacia la parte 
anterior del núcleo para fusionarse y formar este orgánulo (Escalier et 
al., 1991; Ramalho-Santos et al., 2002). Cuando la vesícula redonda del 
acrosoma hace contacto con el acroplaxoma se alarga (Kierszenbaum et 
al., 2004). 
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Se ha sugerido que la proteína miosina-Va, localizada en las vesículas 
pre-acrosómicas, mediante la interacción con su receptor Rab27a/b, 
localizado en el acroplaxoma, actúa en el transporte de las vesículas 
pre-acrosómicas hacia el acroplaxoma a través de los filamentos de 
actina, al igual que durante su anclaje al acroplaxoma (Seabra et al., 
2002; Hayasaka et al., 2008; Harris y Littleton, 2011). También se ha 
observado la proteína motora Kinesin-like protein KIFC1 (KIFC1), 
involucrada en el transporte a través de los microtúbulos de las 
vesículas derivadas del aparato de Golgi hacia el acrosoma (Yang y 
Sperry, 2003). Estos estudios sugieren dos vías de transporte de las 
vesículas hasta el acroplaxoma. 
 
Igualmente, se ha planteado otra hipótesis de formación del 
acrosoma, la cual se compagina con la biogénesis desde el aparato de 
Golgi. Entre los que apoyan esta nueva hipótesis están Berruti y Paiardi 
(2011), que señalan que mediante la vía lisosómica también se forman 
vesículas que acaban siendo parte del acrosoma. Esta hipótesis está 
sustentada en la localización de la proteína ubiquitinadora no 
proteolítica Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 8 (mUBPy), junto con 
su receptor Tyrosine-protein kinase Met (MET), en la membrana de 
algunas vesículas pre-acrosómicas, y se continúa localizando en el 
acrosoma durante todas las fases de su formación (Berruti y Paiardi, 
2015). La proteína mUBPy regula la formación de endosomas en la vía 
lisosómica, así como su transporte mediado por microtúbulos 
(Nakamura, 2013; Bose et al., 2014). Curiosamente, se ha observado que 
las proteínas KIFC1 y Rab27a también están asociadas con la vía 
lisosómica (Raposo et al., 2007; Mukhopadhyay et al., 2011). 
 
En alguna ocasión estos procesos de biogénesis no se producen 
correctamente, y este hecho es una de las principales causas de 
infertilidad en el varón. Entre las hipótesis para explicar su incorrecta 
formación se pueden encontrar: 
o El acrosoma en las espermátidas tempranas se desarrolla en el 
citoplasma, sin anclarse al núcleo, de forma que el núcleo permanece 
redondeado (Schirren et al., 1971). 
o Las vesículas proacrosómicas se forman pero se degradan debido 
a un incorrecto transporte desde el aparato de Golgi (Bacetti et al., 
1997).  
o El acrosoma se forma en las espermátidas redondas pero no se 
encuentra anclado al núcleo y se elimina como un cuerpo residual 
(Holstein et al., 1973; Chemes y Álvarez-Sedo, 2012).  
o Las vesículas proacrosómicas no se fusionan y no se anclan a la 
envoltura nuclear (Chemes y Álvarez-Sedo, 2012). 
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3.1.1. Estructura del acrosoma 
 
El acrosoma se encuentra compartimentado, tanto bioquímica como 
morfológicamente. Tiene una matriz que contiene proteínas solubles y 
su membrana se divide en dos partes: la Membrana Acrosómica 
Externa (OAM) orientada hacia la membrana citoplasmática, y la 
Membrana Acrosómica Interna (IAM), la cual está adosada a la 
envoltura nuclear (Russell et al., 1990; Yoshinaga y Toshimori, 2003; Oko y 
Sutovsky, 2009). La matriz del acrosoma ha sido descrita como una 
sustancia insoluble y electrodensa (Lin et al., 2007) con la función de 
soporte estructural en la interacción del espermatozoide con el oocito 
durante la liberación secuencial de las enzimas en la reacción 
acrosómica (Buffone et al., 2008). 
 
3.1.2. Proteínas del acrosoma 
 
Las proteínas acrosómicas se encuentran distribuidas entre la matriz 
y las membranas acrosómicas OAM e IAM. En cuanto a las proteínas de 
la matriz, Guyonnet et al. (2012) han caracterizado más de 1000 
proteínas como proteasas, hidrolasas, transferasas, etc. (revisión en 
Toshimori y Eddy, 2015).  
 
En este trabajo se han localizado siguientes las proteínas:  
 
 Acrosina 
La Acrosina es una proteasa del tipo de las serinas, cuya función es 
la de romper la zona pelúcida del oocito. Esta enzima, formada por dos 
cadenas (pesada y ligera) unidas por dos puentes disulfuro, es 
sintetizada como un zimógeno denominado Proacrosina. La Proacrosina 
es guardada de esta forma en el acrosoma hasta que se activa en la 
reacción acrosómica (Nayernia et al., 1994). La Proacrosina es sintetizada 
desde la fase de paquiteno de la meiosis I, y se incrementa 
gradualmente su cantidad en el acrosoma durante toda la 
espermatogénesis (Escalier et al., 1991). 
 
Esta proteína, junto con la Matrix metalloproteinase 2 (MMP2) 
involucrada en la ruptura del material extracelular, son las más 
abundantes en la IAM (Ferrer et al., 2012). No obstante, en el estudio de 
Guyonnet et al. (2012) también se ha localizado Acrosina en la matriz 
del acrosoma.
  Germ cell nuclear factor (GCNF)  
La proteína GCNF, también denominada Nuclear receptor subfamily 6 
group A member 1 (NR6A1) o Retinoid receptor-related testis-specific 
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receptor (RTR) pertenece a la subfamilia 6 de receptores nucleares. 
Entre sus funciones, se ha descrito que es necesaria para el desarrollo 
embrionario normal del ratón, se expresa en el sistema nervioso en 
desarrollo, placenta y gónadas embrionarias (Chen et al., 1994, Chung et 
al., 2001, Lan et al., 2003). También regula la diferenciación de las 
células de la línea celular germinal en adultos, tanto masculina como 
femenina (Zechel, 2005). 
 
Concretamente, en el testículo se ha localizado en la heterocromatina 
de espermatocitos en fase de paquiteno, en el núcleo de espermátidas 
redondas y en cromosomas condensados durante las divisiones 
meióticas, disminuyendo su expresión posteriormente (Bauer et al., 
1998). Estos perfiles de expresión de Gcnf en células germinales 
sugieren que puede desempeñar papeles críticos en la regulación de la 
expresión génica durante la gametogénesis de los testículos adultos, 
reprimiendo la transcripción de los genes Protamina 1 y Protamina 2 
(Yan et al., 1997; Hummelke y Cooney, 2001), CREMtau (Rajkovic et al., 
2010) y Oct4 (Fuhrmann et al., 2001; Gu et al., 2011; Weikum et al., 2016). 
También se ha observado GCNF en la membrana del acrosoma de 
espermatozoides maduros, y puesto que después de su capacitación la 
cantidad de esta proteína desciende, se ha sugerido que puede formar 
parte del proceso de capacitación (Xu et al., 2004). 
 
 Sperm fertilization protein 56 (sp56) 
La proteína sp56, o Zona pellucida sperm-binding protein 3 receptor 
(ZP3R) fue primeramente descrita por Bleil y Wassarman (1990) como 
una proteína de reconocimiento de la zona pelúcida del oocito, 
concretamente de la proteína Zona pellucida sperm-binding protein 3 
(ZP3) durante la reacción acrosómica (Cheng et al., 1994; Bookbinder et 
al., 1995). 
 
Es una proteína de la matriz del acrosoma, cuya expresión comienza 
en la fase de paquiteno y continúa durante toda la espermiogénesis, 
sufriendo modificaciones post-translacionales (Kim et al., 2001). 
 
3.2. El acroplaxoma 
 
El acroplaxoma, siguiendo la explicación previa del punto 3.3.2. de la 
Introducción, está formado por filamentos de actina y queratina 5 así 
como por otras proteínas involucradas en la espermiogénesis (revisión en 
Toshimori y Eddy, 2015). Esta estructura está involucrada en la correcta 
formación y anclaje del acrosoma a la parte anterior del núcleo y en la 
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elongación de la cabeza de la espermátida (Kierszenbaum et al., 2003; 
Kierszenbaum y Tres, 2004). 
 
3.2.1. Estructura del acroplaxoma 
 
El acroplaxoma se divide en dos regiones: la placa del acroplaxoma 
(también denominada SAL), localizada entre el acrosoma y la envoltura 
nuclear. Se encuentra unido al núcleo mediante los Linker of 
Nucleoskeleton and Cytoskeleton Complex (LINC), que conectan la 
envoltura nuclear con los filamentos de actina (Göb et al., 2010; 
Kierszenbaum et al., 2011), y el anillo marginal. Este último se subdivide 
en la placa del acrosoma, que une el acroplaxoma a la IAM mediante 
filamentos intermedios de queratina, y la placa nuclear, que une el 
acroplaxoma a la envoltura nuclear mediante contactos focales (Fig. 16).  
 
En el anillo marginal también se han localizado las proteínas 
miosina-Va y Rab27a/b, por lo que se ha sugerido que pueda actuar en 
la unión entre el acrosoma y los filamentos de actina que forman parte 
del acroplaxoma (Kierszenbaum et al., 2003; Kierszenbaum et al., 2004). 
Igualmente, se ha observado que la calcina interactúa con los 
filamentos de actina, lo que le proporciona rigidez a la estructura 
(Lecuyer et al., 2000). 
 
 
Figura 16. Estructuras que 
componen el acroplaxoma y la 
manchette. Se observa el anillo 
perinuclear de la manchette, y la 
composición del acroplaxoma: los 
filamentos de actina de la placa 
unidos a los complejos LINC y los 
filamentos intermedios de queratina 
del anillo marginal. Las células de 
Sertoli contienen filamentos de actina 
que ayudan a elongar el núcleo 
(Modificado de Kierszenbaum y Tres, 
2016).  
 
 
3.3. La manchette 
 
La manchette es una estructura microtubular transitoria que ocupa 
una posición perinuclear y regula la elongación del núcleo de las 
espermátidas (Kierszenbaum y Tres, 2016). Como ya se ha comentado en 
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el apartado 2.3.2., está compuesto por dos grupos de microtúbulos, los 
que forman el anillo perinuclear y los que están orientados hacia el 
centrosoma. Junto a los microtúbulos también hay filamentos de 
actina.  
 
La correlación que existe entre la correcta formación, la conexión con 
el núcleo y la localización de la manchette con la elongación del núcleo 
ha sido objeto de varios estudios. En ellos se determina que, en modelos 
murinos con mutaciones en proteínas relacionadas con los 
microtúbulos, el núcleo de las espermátidas tiene forma anormal 
(Kierszenbaum et al., 2011; Lehti y Sironen, 2016), e incluso, cuando la 
manchette está ausente o mal localizado el núcleo tiene forma 
redondeada (Russell et al., 1991; Lehti y Sironen, 2016). 
 
3.3.1. Transporte intramanchette 
 
Además de participar en la elongación nuclear, otra función de la 
manchette es la del transporte de vesículas no acrosómicas y proteínas 
necesarias para la correcta elongación nuclear y la formación del 
flagelo. Este transporte se denomina Transporte intramanchette (IMT) 
(Kierszenbaum et al., 2002; Kierszenbaum, 2002; Kierszenbaum y Tres, 2004) 
y se produce entre las regiones núcleo-citoplasma y presenta un doble 
sentido apical-basal.  
 
Al igual que el acroplaxoma, la manchette está conectado al núcleo 
mediante los complejos LINC. La existencia de estas conexiones es 
crucial para la correcta elongación del núcleo y para el correcto 
transporte de proteínas entre el núcleo y el citoplasma (Russell et al., 
1991; Göb et al., 2010). Así, se ha localizado la proteína motora dineína 
cerca de la envoltura nuclear, por lo que se ha sugerido que pueda estar 
relacionada con los complejos LINC, tanto en el transporte núcleo-
citoplasma, como en la elongación del núcleo (Göb et al., 2010). 
 
También se ha localizado en la manchette la maquinaria Ran-GTPasa 
(Kierszenbaum et al., 2002; Kierszenbaum, 2002; Kierszenbaum et al., 2011), 
que actúa durante el transporte núcleo-citoplasmático a través de los 
complejos del poro de la envoltura nuclear. Igualmente, la proteína 
motora KIFC1, regulada por la maquinaria Ran-GTPasa, se ha 
observado, además de asociada a las vesículas derivadas del aparato de 
Golgi hacia el acrosoma (Yang y Sperry, 2003), asociada también a la 
nuceloporina NUP62 (Yang et al., 2006; Lehti y Sironen, 2016). De esta 
manera, se pueden relacionar los transportes de las vesículas pro-
acrosómicas, con el transporte núcleo-citoplasma y con el IMT. 
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 Por otro lado, el transporte proteico en el citoplasma se produce por 
los microtúbulos y los filamentos de actina. Así, el transporte de 
proteínas y vesículas no acrosómicas se lleva a cabo a través de los 
filamentos de actina asociado a las proteínas motoras miosina-Va y 
miosina-VIIa, y a través de los microtúbulos asociado a la proteína 
motora kinesina (transporte hacia el extremo+) y por la proteína dineína 
(transporte hacia el extremo-) (Kierszenbaum et al., 2003; Hayasaka et al., 
2008) (Fig. 17). 
Figura 17. Representación de las vías de transporte a través de la 
manchette durante la elongación de las espermátidas. 1) transporte 
de las vesículas proacrosómicas; 2) transporte de vesículas no 
acrosómicas por los microtúbulos; 3) transporte de vesículas no 
acrosómicas por los filamentos de actina (Extraído de Kierszenbaum y 
Tres, 2004). 
 
Incluso también se ha sugerido que en esta estructura se almacenan 
proteínas, entre las que se encuentran las ODFs, necesarias para la 
formación del flagelo (Hayasaka et al., 2008).  
 
El transporte de proteínas y vesículas a través de los microtúbulos de 
la manchette continúa por el flagelo ya que, como ya se ha explicado, es 
necesario para su formación. Se ha sugerido que el transporte 
intraflagelar (IFT) es similar al IMT, mediante las proteínas motoras 
kinesina y dineína (Kierszenbaum, 2002; Hayasaka et al., 2008; 
Kierszenbaum et al., 2011; O'Donnell y O'Bryan, 2014; Lehti y Sironen, 2016). 
En resumen, la elongación de la cabeza de las espermátidas es un 
proceso complejo en el que están involucradas las estructuras 
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citoesqueléticas acroplaxoma, unido al acrosoma y al núcleo, y la 
manchette, también unido al núcleo. También durante este proceso se 
producen fuerzas de contracción exógenas en el núcleo por acción de 
los filamentos de actina de las células de Sertoli. Asimismo, los 
transportes IMT núcleo-citoplásmico y apical-basal son esenciales para 
la correcta formación del acroplaxoma, la manchette y el flagelo. 
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4. EL ESTUDIO DE LA INFERTILIDAD MASCULINA 
 
La infertilidad masculina se debe a una espermatogénesis defectuosa 
(Zhang, 2013), causada, entre otros factores, por afecciones genéticas 
que pueden afectar al correcto desarrollo del espermatozoide en varios 
puntos: en la diferenciación de espermatogonia a espermatocito, 
durante las meiosis o en la espermiogénesis (Toshimori et al., 2004; 
Marchev et al., 2005; O´Bryan y de Kretser, 2006; Roy et al., 2007; Massart et 
al., 2012; Coutton et al., 2015; De Braekeleer et al., 2015). Esto puede 
provocar que los espermatozoides maduros presenten anomalías en su 
movimiento (astenozoospermia) o en su forma (teratozoospermia), e 
incluso que no haya producción alguna de espermatozoides 
(azoospermia) (Tabla 1). 
 
Tabla 1. Tipos de anomalías en los espermatozoides (Modificado de 
Toshimori et al., 2004). 
Nombre Fenotipo 
Sólo células de 
Sertoli Sin células germinales 
Azoospermia Sin espermatozoides en el eyaculado 
Oligozoospermia Menos de 20 millones de espermatozoides/ml en 
el eyaculado 
Astenozoospermia Menos del 50% de los espermatozoides tienen 
movilidad normal 
Teratozoospermia Menos del 30% de los espermatozoides tienen 
morfología normal 
 
Hay más de 2300 genes implicados en la espermatogénesis (Massart et 
al., 2012) y las afecciones genéticas que producen anomalías en los 
espermatozoides han sido objeto de diversos estudios debido a su 
importancia en la infertilidad del varón (Chalmel et al., 2012). Estas 
afecciones son variadas y actúan en numerosos puntos clave de la 
espermatogénesis (revisión en Toshimori et al., 2004; O´Bryan y de Kretser, 
2006; Yan, 2009): 
 
1.  La azoospermia se produce por la no diferenciación de cualquiera 
de las células espermatogénicas. 
2.  Dentro de las teratozoospermias se encuentran los defectos 
morfológicos del núcleo y del acrosoma. 
3.  Los defectos en el flagelo de longitud o de morfología espiral 
provocan las astenozoospermias. 
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4.  También se pueden producir los defectos de morfología de la 
cabeza y el flagelo a la vez. 
 
En este trabajo se ha utilizado un modelo murino que presenta 
globozoospermia, un tipo de teratozoospermia caracterizada por la 
forma globular de las cabezas de los espermatozoides maduros (Yao et 
al., 2002; Ito et al., 2004; Yan, 2009; Berruti y Piardi, 2011). 
 
4.1. La Globozoospermia 
 
La globozoospermia fue descrita por primera vez por Schirren et al. 
(1971). Los autores de este estudio postularon que la morfología 
globular está causada por la ausencia del acrosoma, como 
consecuencia de su eliminación como un cuerpo residual. Estudios 
posteriores han determinado que la morfología de estas células está 
causada por un conjunto de defectos en la biogénesis de su 
citoesqueleto, lo que provoca núcleos redondos, desorganización de la 
manchette e incluso morfología espiral de los flagelos, además de la 
incorrecta biogénesis del acrosoma (Escalier, 1990; Yao et al., 2002; Ito et 
al., 2004; Dam et al., 2007; Yan, 2009; Berruti y Piardi, 2011; Chemes y 
Álvarez-Sedo, 2012; Lehti y Sironen, 2016).  
 
La globozoospermia total es bastante rara y es más común la 
globozoospermia parcial, denominada oligoastenoteratozoospermia. Se 
caracteriza por la presencia de cabezas de espermatozoides ovaladas, 
morfológicamente similares a las cabezas redondeadas de la 
globozoospermia total, con acrosomas parcialmente formados, 
denominados pseudoacrosomas (pAc), y proteínas acrosómicas en 
menor cantidad que en las células con genotipo silvestre (Dam et al., 
2011). También se utiliza como clasificación de los tipos de 
globozoospermia la “globozoospermia tipo I” y “globozoospermia tipo II” 
(Anton-Lamprecht et al., 1976) para referirse a la globozoospermia total y 
a la globozoospermia parcial, respectivamente, pero la clasificación de 
total o parcial es más utilizada. 
 
Se ha observado el fenotipo globozoospérmico en humanos debido a 
mutaciones en algunos genes, entre los que se encuentran: Hrb, 
Csnk2a2, Gopc (Christensen et al., 2006), Spata16 (Dam et al., 2007) y 
Pick1 (Liu et al., 2010). También se puede observar globozoospermia en 
modelos murinos que presentan mutaciones en estos genes: 
o Los espermatozoides de ratones con deleción del gen Csnk2a2 
(catalitic α´subunit of casein kinase II) tienen cabezas redondeadas y 
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el acrosoma se puede encontrar separado del núcleo, presente en 
vesículas proacrosómicas o incluso eliminado (Xu et al., 1999).  
o El gen Pick1 (protein interacting with C kinase 1) está involucrado 
en el transporte de vesículas del aparato de Golgi a la región del 
acrosoma en las primeras etapas de la espermiogénesis y su deleción 
provoca un fenotipo globozoospérmico y una fragmentación del 
acrosoma (Xiao et al., 2009).  
o Los genes Spata16 (spermatogenesis-associated 16) y Hrb (HIV-1 
Rev-binding protein) están asociados a las vesículas proacrosómicas 
del aparato de Golgi durante la espermiogénesis. Cuando están 
delecionados, las vesículas proacrosómicas no se fusionan, 
bloqueando el desarrollo del acrosoma (Kang-Decker et al., 2001).  
o El gen Gopc, cuya función se explicará en el siguiente apartado. 
Este gen está conservado en ratones (Cromosoma 10) y en humanos 
(Cromosoma 6) (Toshimori, 2011).  
 
Debido a la gran homología genética entre ratones y humanos, es 
posible extrapolar los resultados obtenidos en el estudio de los modelos 
knockout murinos en la espermiogénesis al hombre (Yan, 2009). Los 
estudios sobre la infertilidad masculina tienen como objetivo conocer 
las bases metabólicas de estos procesos para poder dar alguna solución 
a este problema social, pero el estudio de la espermatogénesis en 
humanos es prácticamente imposible, y es muy difícil utilizar modelos 
in vitro ya que la correcta formación del espermatozoide in vivo está 
regulada hormonalmente (Massart et al., 2012).  
 
4.2. La proteína GOPC 
 
La proteína GOPC (Golgi-associated PDZ and coiled-coil motif-
containing protein) (Yao et al., 2001) es denominada también con otros 
nombres en la bibliografía: PIST (PDZ protein interacting specifically with 
TC10) (Neudauer et al., 2001), FIG (Fused in glioblastoma) (Chares et al., 
2001) y CAL (CFTR-associated ligand) (Cheng et al., 2002). Aun así, en 
este trabajo se le va a llamar GOPC. 
 
Estructuralmente, contiene dos motivos coiled-coil con una secuencia 
de leucina insertada en el segundo motivo, y un dominio PDZ cerca de 
la región C-terminal (Fig. 18). Los dominios PDZ, muy conservados 
entre especies, son denominados así ya que se describieron por primera 
vez en las proteínas PSD-95, Drosophila Disc Large y Zona Occludens-1 
(Chares et al., 2001; Neudauer et al., 2001; Yao et al., 2001; Cheng et al., 
2002; Li et al., 2006). 
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Figura 18. Estructura simplificada de GOPC. Se observan la posición 
de: el dominio N-terminal (N), los dos motivos coiled-coil (CC), el dominio 
PDZ (PDZ), y el dominio C-terminal (C) (Modificado de Cheng et al., 2002). 
 
Yao et al. (2001) le asignaron el nombre de GOPC debido a su 
localización en el aparato de Golgi en la línea celular COS-7 (células del 
riñón de mono, Cercopithecus aethiops, infectadas con el virus SV40). 
También observaron que interactúa con la familia proteica Frizzled 
(frizzled 5 y frizzled 8), identificada en un primer momento en 
Drosophila sp. como proteína necesaria para dar polaridad al desarrollo 
del organismo (Vinson et al., 1989). 
 
No obstante, otros investigadores denominaron a esta proteína PIST, 
dado que una de las funciones que se le atribuyó es la de interactuar 
con la proteína TC10, la cual forma parte de la familia Rho-GTPasas. 
Esta familia proteica actúa en la reorganización del citoesqueleto, la 
activación de las kinasas y la regulación de la expresión génica. Así, 
observaron que GOPC regula el tráfico intracelular de TC10 mediante la 
unión de sus motivos coiled-coil a esta proteína. También detectaron la 
expresión de GOPC en la placenta, hígado, músculo esquelético, riñón, 
páncreas, pulmón, corazón y cerebro tanto de humano como de ratón 
(Neudauer et al., 2001; Cheng et al., 2005).   
Por su parte, Chares et al. (2001) se centraron en el dominio PDZ de 
esta proteína, descrita como FIG debido a que también fue localizada en 
extractos de una línea de glioblastoma (Sharma et al., 1989). En este 
trabajo localizaron GOPC en la red trans-Golgi y determinaron que 
interacciona con la proteína syntaxin-6, de la familia de proteínas 
SNARE, lo que sugiere que GOPC está involucrada en tráfico vesicular 
de las vías endocíticas y secretoras, así como en la fusión de 
membranas. 
 
Siguiendo esta línea, Cheng et al. (2002), describieron una proteína 
homóloga a GOPC en humano que denominaron CAL, por su asociación 
mediante el dominio PDZ con la proteína Cistic fibrosis transmembrane 
regulator (CFTR). Según este estudio, GOPC regula la expresión de 
CFTR ya que la sobreexpresión de GOPC suprime tanto la expresión 
(Gentzsch et al., 2004) como el tráfico de CFTR hacia la superficie de 
células de mamífero, lo que produce que se degrade en los lisosomas 
(Cheng et al., 2005). Al igual que Chares et al. (2001), localizaron GOPC 
en la red trans-Golgi, pero en células de la tráquea de rata, 
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colocalizándolo con el marcador del aparato de Golgi TGN38. Y como 
Neudauer et al. (2001), observaron expresión de GOPC en corazón, 
cerebro, placenta, músculo esquelético, riñón, páncreas, testículo y 
ovario de humano. 
 
En resumen, los motivos coiled-coil y el dominio PDZ le confieren a 
GOPC la capacidad de interactuar con otras proteínas (Neudauer et al., 
2001; Cheng et al., 2002; Cheng et al., 2004; Li et al., 2006). Asimismo, 
también parece ser capaz de unirse a proteínas de membrana ya que 
sus motivos coiled-coil y el dominio PDZ le proporcionan la capacidad de 
asociarse con los propios motivos coiled-coil y los dominios PDZ de las 
proteínas transmembrana del aparato de Golgi (Chares et al., 2001; Cheng 
et al., 2002; Cheng et al., 2004, Mendes y Kodaek, 2011).  
 
4.2.1. GOPC en la espermiogénesis 
 
En las células espermatogénicas, GOPC actúa durante la biogénesis 
del acrosoma en el transporte de las vesículas proacrosómicas desde el 
aparato de Golgi hacia la región perinuclear y su fusión con la vesícula 
acrosómica en formación.  
 
Durante la espermatogénesis se localiza en un primer momento en la 
red trans-Golgi de los espermatocitos de las espermátidas redondas, y 
por último, en las espermátidas alargadas es menos abundante en la 
región trans-Golgi que en el resto del citoplasma (Yao et al., 2002). 
 
4.2.2. Ratones Gopc-/- 
 
Los primeros defectos detectados en la espermatogénesis de ratones 
knockout para Gopc se localizan en las espermátidas redondas, entre los 
tipos 1-8, en las cuales no se observa la vesícula acrosómica redonda 
característica, sino fragmentos de ella en forma de vesículas pequeñas. 
En las espermátidas en elongación estas vesículas pequeñas son más 
numerosas y no se encuentran unidas al acroplaxoma (Yao et al., 2002). 
Kierszenbaum et al. (2004) denominaron pseudoacrosoma (pAc) a estas 
vesículas sin fusionar del acrosoma en formación. También se observan 
fallos en la formación del anillo marginal del acroplaxoma, en la región 
post-acrosómica de la teca perinuclear y en la manchette.  
 
En las espermátidas redondas a partir del tipo 9, el acroplaxoma, la 
región post-acrosómica y el anillo perinuclear de la manchette no se 
forman correctamente, con los microtúbulos organizados en varias 
direcciones. Por estas razones no se ancla el acrosoma a la zona 
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perinuclear y tampoco se produce la elongación de la cabeza del 
espermatozoide (Fig. 19B) (Kierszenbaum et al., 2004; Ito et al., 2004; Ito et 
al., 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Fotos de microscopía electrónica de transmisión de 
espermátidas de ratón Gopc-/-. A) espermátida redonda; B) espermátida 
en elongación. Se observa cada núcleo con su pseudoacrosoma situados 
en la parte anterior de la célula. N: núcleo, pAc: pseudoacrosoma. Barra 
1µm. 
 
También se observa que las especializaciones ectoplasmáticas de 
unión entre la célula de Sertoli y las espermátidas no están bien 
formadas (Ito et al., 2004). No obstante, ni las espermatogonias ni los 
espermatocitos tienen fallos estructurales (Yao et al., 2002). Por otro lado 
la morfología espiral del flagelo aparece durante la maduración de las 
espermátidas por su paso por el epidídimo (Suzuki-Toyota et al., 2004; 
Toshimori, 2011). 
 
Los espermatozoides resultantes de los ratones Gopc-/- tienen una 
forma globular y el flagelo se encuentra rodeando el núcleo (Yao et al., 
2002; Ito et al., 2004; Suzuki-Toyota et al., 2004). No obstante, también se 
han observado en este modelo murino espermatozoides con morfología 
normal (<5% en semen) (Ito et al., 2009). 
 
Las células espermatogénicas de ratones Gopc-/- presentan las 
siguientes diferencias respecto al fenotipo silvestre: 
o Espermatogonias y espermatocitos: normales. 
o Espermátidas redondas: pseudoacrosoma, defectos en el 
acroplaxoma, malformación de la manchette. 
o Espermátidas en elongación: núcleos grandes, pseudoacrosoma, 
ausencia de la vaina post-acrosómica, localización errónea de la 
manchette, malformación de las especializaciones ectoplasmáticas. 
o Espermatozoides: cabeza globular, desorganización de las 
mitocondrias en la pieza media, flagelo con forma espiral. 
AP 
N 
pAc 
A B 
N 
pAc 
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5. LA MICROINYECCIÓN INTRATESTICULAR 
 
La microinyección intratesticular es un procedimiento quirúrgico 
utilizado en la investigación de la fertilidad masculina in vivo. Consiste 
en la introducción de agentes externos directamente en los túbulos 
seminíferos para poder estudiar el efecto en la espermatogénesis in vivo. 
Los animales de estudio deben pasar por un proceso quirúrgico, para el 
cual se necesita sedación, manipulación de los testículos para el 
procedimiento y finalmente sutura del animal.  
 
Dentro de la técnica, se han descrito varias formas de microinyección 
intratesticular: directamente en cada túbulo seminífero, directamente 
en la rete testis, que conecta todos los túbulos seminíferos del testículo, 
y a través de los conductos eferentes que conectan el testículo con el 
epidídimo (Ogawa et al., 1997). 
 
En 1994, mediante esta técnica se trasplantaron espermatogonias en 
ratones infértiles. Se observó una recuperación de la espermatogénesis, 
e incluso de la capacidad de producir descendencia viable (Brinster y 
Avarbrok, 1994; Brinster y Zimmerman, 1994). Siguiendo esta línea, 
Hermann et al., (2012) trasplantaron células germinales en monos 
(Rhesus sp.) previamente tratados para la eliminación de las 
espermatogonias, probando también la recuperación de la 
espermatogénesis.  
 
Esta técnica quirúrgica también ha sido utilizada en el estudio de 
otros aspectos de la fertilidad masculina. Se ha llegado a introducir en 
los túbulos seminíferos complejos de transfección fluorescentes unidos 
al gen Spata16, cuya proteína Spermatogenesis-associated protein 16 
está involucrada en la formación del acrosoma. Se observó transfección 
positiva en todo el ciclo del túbulo seminífero (Lu et al., 2006). 
Igualmente, se ha estudiado la Barrera Hemato-Testicular in vivo, 
mediante la microinyección intratesticular de péptido anti-occludina 
(Chung et al., 2001), anticuerpo anti-integrina (Siu y Cheng, 2004) e 
incluso inhibidores de metaloproteinasas (MMPs) (Siu et al., 2005), todas 
ellas proteínas que forman parte de las uniones entre las células de 
Sertoli y las células de la línea germinal.  
 
Esta técnica, usada en el estudio del comportamiento in vivo de las 
células germinales, puede ser aplicable, por ejemplo, para la obtención 
de modelos animales sustitutorios de los knockout. El uso de animales 
knockout es una herramienta ampliamente utilizada para el estudio de 
numerosas afecciones. No obstante, no se suele tener en cuenta que la 
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producción de estos animales con una mutación o deleción genética en 
todas las células del organismo, puede provocar desde letalidad del 
embrión o neonato, hasta baja tasa de supervivencia de las crías, o 
incluso un fallo sistémico en el adulto (O´Bryan y de Kretser, 2006). Con 
todos estos factores unidos al gran coste de tiempo y de dinero que 
supone para el investigador, es lógico que se busquen otras vías para 
conseguir modelos animales evitando estos inconvenientes.  
 
También sería posible utilizar esta técnica en la práctica clínica en 
hombres con deficiencias de fertilidad o en aquellos que han pasado por 
tratamientos contra el cáncer de testículo (Hermann et al., 2012). 
 
5.1. Anticuerpos para bloquear la acción de proteínas 
 
Como ya se ha comentado, el uso de anticuerpos anti-péptidos se ha 
utilizado para comprender las bases moleculares en la investigación de 
la fertilidad masculina, dirigido a proteínas específicas de la línea 
germinal masculina.  
 
La localización intracelular de anticuerpos afecta a la función normal 
de la proteína diana de varias formas: impidiendo que la proteína se 
dirija en el compartimento subcelular en el que realiza su función, 
bloqueando el sitio activo de la proteína, o afectando indirectamente a 
cascadas de señalización, entre otros (Lo et al., 2008).  
 
Este método de estudio se ha utilizado en la investigación de diversas 
patologías como el virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV), sobre 
el cual se han generado anticuerpos para bloquear la producción de 
proteínas de su envoltura en las células huesped (Marasco et al., 1993; Lo 
et al., 2008; Strebe y Schüngel, 2010). En el estudio de enfermedades 
degenerativas, se ha prevenido y reducido la generación de las 
acumulaciones tóxicas de los péptidos β-amiloides de la enfermedad de 
Alzheimer (Panganetti et al., 2005; Strebe y Schüngel, 2010). También se 
han utilizado en estudios sobre la hiperplasia del músculo esquelético 
(Whittermore et al., 2003), sobre la osteoclastogénesis (Zhu et al., 2012), o 
en la investigación de la enfermedad de Behçet (Sugita et al., 2012). Entre 
los estudios sobre la investigación del cáncer, se ha bloqueado el 
receptor del factor de crecimiento EGFR en ratones con cáncer, 
observándose un efecto apoptótico en las células tumorales (Garrido et 
al., 2011). Igualmente, se ha postulado el uso de anticuerpo anti-
caveolin-1 en cáncer de próstata como posible terapia para neutralizar y 
eliminar la proteína caveolin-1 del nicho tumoral, correlacionada con la 
progresión del tumor y la metástasis (Kuo et al., 2012). Finalmente, el 
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uso de anticuerpo para el bloqueo de la proteína Sphingosine 1-
phosphate receptor 3 (S1P3), ha resultado ser un inhibidor del 
desarrollo del tumor en cáncer de mama (Harris et al., 2012). 
 
5.1.1. Uso de anticuerpos en la investigación de la fertilidad 
 
Los modelos de estudio in vitro sobre las bases metabólicas de la 
espermatogénesis suelen estar centrados en la capacidad de los 
espermatozoides maduros de fecundar los ovocitos en experimentos de 
fecundación in vitro (FIV). Sin embargo, en los estudios in vivo se suele 
observar el comportamiento de todas las células germinales en conjunto 
durante el proceso de espermatogénesis. 
 
En estudios de FIV se ha aprovechado la capacidad inhibitoria de los 
anticuerpos para observar la función de varias proteínas espermáticas 
en el momento de la fecundación, como el bloqueo con anticuerpos 
específicos de la proteína acrosómica SP-10, lo que reduce la habilidad 
de los espermatozoides capacitados de completar la reacción 
acrosómica (Coonrod et al., 1996).   
 
En los estudios in vivo se han introducido anticuerpos directamente 
en el epitelio seminífero para el bloqueo de proteínas específicas de la 
espermatogénesis (Chung et al., 2001; Siu y Cheng, 2004). Mancini et al. 
(1974) realizaron uno de los primeros estudios de inyección en los 
testículos de cobayas, a través de la piel, de suero anti-testicular, 
obtenido de cobayas inmunizadas contra homogenados de testículo 
entero. Observaron que este tipo de inyección provocaba infiltración de 
monocitos en el epitelio seminífero, además del bloqueo de la 
espermatogénesis. 
 
Igualmente, se ha estudiado mediante esta técnica la acción de las 
proteínas nectina-2 y 3, laminina γ-3 y N-cadherina en el epitelio 
seminífero de ratas y ratones. En ambos tipos de animales, cuatro 
horas tras la microinyección intratesticular de los anticuerpos, se 
observaron con TEM estructuras únicas con forma de cisternas finas 
sólo en el citoplasma de los espermatocitos, cuya aparición se ha 
propuesto que pudiese ser por la fusión de la membrana plasmática 
(Toyama et al., 2013). Por otro lado, para determinar la función de la 
proteína DPY30 domain-containing protein 1 (DYDC1) en la biogénesis 
del acrosoma, se administró anti-DYDC1 en los túbulos seminíferos de 
ratón, lo que bloqueó la formación del acrosoma (Li et al., 2009). 
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Incluso se ha aprovechado la función de los anticuerpos en la 
inhibición de la fertilidad, con la inyección de un anticuerpo anti-
equatorin (proteína localizada en el espermatozoide maduro) en la 
ampolla del oviducto de ratones hembras, que inhibió la unión de los 
espermatozoides al óvulo durante la fecundación (Yoshinaga et al., 2001). 
 
Estas dos técnicas juntas, la microinyección intratesticular y la 
utilización de anticuerpos para el bloqueo de una función proteica 
determinada, son técnicas que se pueden aplicar en el estudio de la 
espermatogénesis y la infertilidad masculina in vivo. En este trabajo se 
ha microinyectado un anticuerpo anti-GOPC en los túbulos seminíferos 
de ratones C57BL/6 a través de los conductos eferentes que conectan el 
testículo con el epidídimo, con el fin de bloquear la proteína GOPC en la 
espermiogénesis in vivo. 
 
5.2. Contracepción masculina  
 
Actualmente, los métodos de anticoncepción duraderos y reversibles 
sólo están disponibles para las mujeres, como los anticonceptivos 
hormonales, entre otros. La contracepción hormonal es uno de los 
métodos utilizados por mujeres en edad reproductiva (Kimport, 2018), 
sin embargo, su utilización de manera prolongada puede suponer 
problemas futuros en la capacidad de embarazo en el momento de dejar 
de usarla. De esta manera, es obvio asumir que la misma modificación 
de los niveles hormonales en el hombre provoque, a largo plazo, 
problemas en la capacidad de producir espermatozoides, e incluso 
problemas hormonales a corto plazo (Chao et al., 2014). Por estos 
motivos, actualmente el desarrollo de un método anticonceptivo no 
hormonal y reversible está siendo objeto de estudio.  
 
Así, los genes o proteínas candidatos que puedan ser excelentes 
dianas farmacéuticas de posibles anticonceptivos masculinos deberían 
ser específicos de las células haploides, y de esta manera, la inhibición 
de estas proteínas tendría efectos secundarios mínimos o nulos en el 
resto del organismo. Igualmente, orientar el método anticonceptivo a las 
células germinales haploides conlleva menos riesgos en términos de 
transmisión a la descendencia de genoma paterno defectuoso en caso 
de embarazo accidental ya que todos los eventos de recombinación se 
producen antes de la etapa haploide (Yan, 2009). 
 
La mayoría de los genes relacionados con la espermatogénesis están 
altamente conservados entre ratones y humanos. Si la creación de 
ratones knockout inactivando un gen espermatogénico produce 
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infertilidad en ratones, teóricamente el bloqueo de manera específica de 
los productos de estos genes en los humanos podría resultar en un 
efecto anticonceptivo (Yan, 2009; Murdoch et al., 2014). Una manera de 
bloquear la función de una proteína es, como ya se ha comentado, con 
anticuerpos anti-péptidos. De esta manera, sería posible postular que el 
bloqueo de una proteína diana pueda usarse en el desarrollo de un 
método anticonceptivo masculino duradero y reversible, que no 
involucre la modificación inducida de los niveles de hormonas en el 
organismo. 
 
La inmunocontracepción masculina es un tipo de anticonceptivo 
dirigido a los antígenos espermáticos, y cuyo estudio ha dado 
resultados muy prometedores. Se basa en la capacidad del sistema 
inmunitario de producir una respuesta inmune a agentes externos, 
como las proteínas espermáticas. Así, uno de los ejemplos que 
encontramos en la bibliografía es la inmunización de cobayas macho a 
la proteína Hyaluronidase PH-20 (PH-20), localizada en los 
espermatozoides, lo que provocó infertilidad (Tung et al., 1997; Primakoff 
et al., 1997). Otra proteína estudiada es Eppin, cuyo bloqueo inhibió la 
motilidad de los espermatozoides (O´Rand et al., 2004; Yan et al., 2015). 
Por otro lado, también se ha demostrado que la inmunización de una 
glicoproteína de espermatozoides provoca infertilidad al producir 
aglutinados de espermatozoides maduros. Igualmente, la 
administración de un anticuerpo contra esta glicoproteína también 
indujo infertilidad en ratas macho y hembras (Bandivdekar et al., 2005; 
Khobarekar et al., 2008). El objetivo de un anticonceptivo masculino tiene 
que ser el de suprimir la espermatogénesis o el de producir 
espermatozoides no funcionales (Murdoch et al., 2014). 
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En la actualidad, la infertilidad es un problema que afecta entorno al 
15% de las parejas, de las cuales más de la mitad se atribuyen 
atribuidos al varón. Los estudios centrados en la espermatogénesis 
defectuosa se suelen basar en el estudio de proteínas con funciones 
relevantes en el correcto desarrollo de las células germinales. Es por 
esto que los modelos experimentales más utilizados suelen ser ratones 
knockout infértiles, con modificaciones en genes importantes durante la 
espermatogénesis. Sin embargo, la obtención y mantenimiento de los 
ratones knockout suelen presentar varias dificultades, por lo que la 
obtención de otros modelos de estudio, como por ejemplo mediante el 
bloqueo directo de la función proteica en el órgano de estudio, sería 
muy interesante. 
 
La infertilidad masculina tiene un gran impacto social y médico, por 
lo que la mayoría de los estudios están centrados en conocer y entender 
sus bases metabólicas para poder desarrollar un tratamiento eficaz, 
pero también es muy interesante dirigir estas investigaciones hacia la 
obtención de un método anticonceptivo masculino eficaz, no hormonal, 
duradero y reversible. 
 
La globozoospermia es un tipo de infertilidad masculina. Se trata de 
una teratozoospermia, caracterizada por la presencia de cabezas de 
espermatozoides con morfología redonda. Durante la espermiogénesis 
de los individuos con esta afección se producen errores en la formación 
del complejo acrosoma-acroplaxoma-manchette, lo que provoca que la 
elongación de la cabeza de la espermátida no se desarrolle de manera 
normal. 
 
Nuestro punto de partida ha sido el estudio de la distribución y 
expresión de las proteínas acrosómicas Acrosina, GCNF y sp56 en un 
modelo murino globozoospérmico knockout para en gen Gopc, ya que 
sospechamos que el comportamiento de las proteínas acrosómicas en la 
biogénesis del acrosoma puede ser diferente durante una 
espermatogénesis defectuosa. Estas proteínas tienen funciones muy 
importantes ya que forman parte del acrosoma desde el momento de su 
formación, hasta la reacción acrosómica durante la fecundación. 
También nos hemos propuesto la obtención de un modelo de 
globozoospermia inducida mediante la microinyección intratesticular de 
un anticuerpo anti-GOPC en ratones de genotipo silvestre, para 
determinar si es posible  bloquear in vivo la acción de la proteína GOPC 
exclusivamente en las células espermiogénicas.  
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Por lo tanto, los objetivos de este trabajo son: 
 
Objetivo 1 
 
Realizar un análisis de la espermiogénesis en ratones Gopc-/- para 
observar la distribución y expresión de los componentes acrosómicos en 
un modelo murino infértil. 
 
Objetivos específicos 
 
1.1. Análisis de la distribución de las proteínas acrosómicas 
Acrosina, GCNF y sp56 mediante su inmunolocalización con 
microscopía óptica y TEM en ratones Gopc-/- en comparación con 
ratones de genotipo silvestre. 
1.2. Análisis de la expresión génica y proteica de las proteínas GCNF 
y sp56 en ratones Gopc-/- en comparación con ratones de 
genotipo silvestre. 
 
Objetivo 2 
 
Validación del método de microinyección intratesticular del 
anticuerpo anti-GOPC en ratones de genotipo silvestre, para obtener un 
fenotipo globozoospérmico. 
 
Objetivos específicos 
 
2.1. Análisis de la distribución de las proteínas Acrosina, GCNF y 
sp56 entre ratones tras microinyección intratesticular con anti-
GOPC, y su comparación con ratones Gopc-/- y ratones de 
genotipo silvestre. 
2.2. Análisis ultraestructural de la espermiogénesis de ratones tras 
microinyección intratesticular con anti-GOPC, en comparación 
con ratones Gopc-/- y ratones de genotipo silvestre. 
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1. ANIMALES DE ESTUDIO 
 
Los procedimientos llevados a cabo en este proyecto fueron 
aprobados por el Comité de Ética para la Experimentación Animal 
(CEEA) de la Universidad del País Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea 
(UPV/EHU): M20/2015/114. 
 
El Animalario de los Servicios Generales de Investigación (SGIker) de 
la UPV/EHU suministró los ratones C57BL/6 machos adultos. Estos 
animales se mantuvieron en condiciones de 12 horas luz/oscuridad, así 
como con agua y comida ad libitum.  
 
Los ratones machos con el gen Gopc mutado (knockout) (No. 
RBRC01253) fueron facilitados por el Profesor Tetsuo Noda del 
Japanese Foundation for Cancer Research (JFCR) y del RIKEN 
BioResource Center (RIKEN BRC), a través del National Bio-Resource 
Project del Ministerio de Educación, Cultura, Deportes, Ciencia y 
Tecnología (MEXT, Japón). Estos ratones tienen eliminados los exones 
2, 2b y 3 (Yao et al., 2002), y han sido objeto de estudio de varias 
publicaciones (Yao et al., 2002; Ito et al., 2002; Suzuki-Toyota et al., 2004). 
 
Todos los animales fueron sacrificados mediante dislocación cervical 
para la extracción de los testículos mediante una incisión abdominal. 
 
A continuación se describirán las técnicas de laboratorio llevadas a 
cabo en este estudio con las muestras de testículo de ratones C57BL/6, 
Gopc-/- y con microinyección intratesticular de anti-GOPC. La 
composición de los reactivos y los equipos utilizados están detallados en 
los Anexos 2 y 3, respectivamente. 
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2. MICROSCOPÍA ÓPTICA 
 
2.1. Fijación, inclusión y cortes 
 
En primer lugar, los testículos se fijaron en la solución de Bouin 
(Anexo 2.1.) durante cuatro horas, después se lavaron con etanol al 
50% durante dos días y se deshidrataron mediante concentraciones 
crecientes de etanol con el equipo Shandon Citadel™ 1000 Tissue 
Processor (Thermo Scientific). Después, se incluyeron en parafina con el 
equipo Shandon Histocentre 2 Tissue Embedding Center (Thermo 
Scientific) y se cortaron en secciones de 4µm de grosor con el microtomo 
Shandon Finesse 325 (Thermo Scientific), que se depositaron sobre 
portaobjetos previamente tratados con Poly-L-lysine Solution 0,1% (p/v) 
in H2O (Sigma-Aldrich) al 10%. Las secciones se secaron en una estufa a 
37ºC durante la noche. 
 
2.2. Tinción del Ácido Peryódico-Schiff 
 
La tinción del Ácido Peryódico-Schiff (PAS) es una técnica específica 
para la detección al microscopio óptico de una elevada concentración de 
polisacáridos. Estos se tiñen de color rosa por acción de los dos 
reactivos principales: el Ácido Peryódico transforma los grupos hidroxilo 
de los sacáridos unidos a las proteínas en aldehídos, y el Reactivo de 
Schiff después reacciona con estos grupos aldehídos, resultando el color 
rosa. Los núcleos se ven de color azul debido a la tinción con 
hematoxilina, que se une a los grupos ácidos de la cromatina (Esteban-
Ruiz et al., 2009). 
 
Después de desparafinar e hidratar las secciones, se incubaron con 
Ácido Peryódico al 1% (Panreac) durante cinco minutos y tras un lavado 
con agua destilada, cada sección se incubó con el reactivo de Schiff 
(Merck Millipore) durante 30 minutos. Se realizó un lavado de cinco 
minutos en agua caliente, se contrastó con hematoxilina de Mayer 
(Merck Millipore) durante un minuto. Finalmente, las secciones se 
deshidrataron mediante concentraciones decrecientes de etanol en el 
equipo Varistain 24-4 (Thermo Scientific) y se cubrieron con un 
cubreobjetos usando DPX (Sigma-Aldrich). 
 
2.3. Inmunohistoquímica para microscopía óptica 
 
Las técnicas inmunohistoquímicas para microscopía óptica utilizan 
anticuerpos específicos para detectar proteínas in situ en secciones de 
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cualquier muestra de tejido. Esta localización es visible al microscopio 
óptico gracias al uso de cromógenos, productos insolubles coloreados, 
normalmente de color marrón o rojo (Guembe-Echarri, 2009). 
 
Con el objetivo de desparafinar el tejido y desenmascarar los 
antígenos, las secciones de tejido se trataron con la solución 10% Heat 
Mediated Antigen Retrieval Solution pH 6,0 (Abcam) diluida al 1% a 98ºC 
durante 20 minutos. Después se incubaron con H2O2 diluido en 
Phosphate Buffer Saline (PBS) al 3%, durante 30 minutos para el 
bloqueo de la peroxidasa endógena. Se permeabilizó el tejido con PBS-
Triton100X al 0,1% (PBTx) durante 10 minutos, y se bloquearon las 
uniones inespecíficas con un suero de bloqueo compuesto por Bovine 
Serum Albumina (BSA) 1mg/ml y Normal Goat Serum (NGS) al 10%, 
disueltos en PBTx, durante una hora. Las secciones se incubaron 
durante toda la noche a 4ºC con los anticuerpos primarios, diluidos en 
el mismo suero de bloqueo. Después, se incubó con  el anticuerpo 
secundario disuelto en el suero de bloqueo, durante dos horas y a 
temperatura ambiente (RTª). Cuando el anticuerpo secundario estaba 
biotinilado las muestras se incubaron con ABC kit Peroxidase Standard 
(Vectastain) (Tabla 2). Como control negativo se emplearon secciones en 
las que no se incubó con el anticuerpo primario. 
 
Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios para 
inmunohistoquímica en microscopía óptica. 
Anticuerpos Concentración Referencia 
Anticuerpos Primarios 
Rabbit anti-Acrosin 9,3µg/ml TA323228, ORIGENE 
Rabbit anti-GCNF 33µg/ml MBS246731, 
MyBioSource 
Mouse anti-sp56 13,4µg/ml 55101, QED 
BioScience 
Anticuerpos Secundarios 
Goat Anti-rabbit-biotin 
• ABC kit Peroxidase 
Standard 
90µg/ml 
10µl/ml 
B8895, Sigma 
PK-4000, Vectastain 
Goat Anti-mouse-HRP 10µg/ml A0412, Sigma 
 
Para la visualización  del marcaje positivo en color marrón se utilizó 
el Kit Solution DAB (Invitrogen, Thermo Scientific) que tiene como 
cromógeno 3,3-diaminobenzidine (DAB). Asimismo, se realizó una 
coloración de contraste con hematoxilina para diferenciar los núcleos de 
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las diferentes células. Las secciones se deshidrataron mediante 
concentraciones decrecientes de etanol en el equipo Varistain 24-4 
(Thermo Scientific) y se montaron con DPX (Sigma-Aldrich). 
 
2.4. Obtención de las imágenes  
 
Las preparaciones se observaron con un microscopio óptico Olympus 
BX50, y se fotografiaron con una cámara Olympus XC50 y el programa 
informático CellA (Olympus Soft Imaging Solutions). 
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3. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN  
 
La inmunohistoquímica para Microscopía Electrónica de Transmisión 
(TEM) se utiliza para determinar la localización ultraestructural de las 
proteínas en muestras incluidas en resina. Esta localización se observa 
en forma de puntos negros debido al oro coloidal, el cual está unido a 
los anticuerpos secundarios. Estas partículas de oro son fácilmente 
visibles al TEM ya que tienen propiedades electrodensas (Guembe-
Echarri, 2009). 
 
3.1. Fijación 
 
La fijación del tejido se realizó mediante inmersión en glutaraldehído 
al 2% durante cuatro horas y posterior incubación con NH4Cl durante 
una hora para bloquear la unión de los anticuerpos a los grupos 
aldehído.  
 
3.2. Inclusión en resina y cortes ultrafinos 
 
El tejido se incluyó en Lowicryl® K4M (Sigma-Aldrich) siguiendo el 
protocolo de Altman et al. (1984). Las secciones de tejido se 
deshidrataron en concentraciones crecientes (50%, 75%, 90% y 100%) 
de Dimetil-formamida (DMF), durante 25 minutos cada una. A 
continuación, se comenzó la inmersión en resina, primero sumergiendo 
las secciones del tejido en concentraciones de Lowicryl:DMF, en 
relaciones de 1:2, 1:1 y 2:1, cada una durante 30 minutos, para evitar 
la degradación del tejido durante la inclusión. Finalmente se incubó con 
Lowicryl al 100% durante 45 minutos. Se expuso la resina en forma de 
bloques, con el tejido incluido en ella, durante las primeras 24 horas a -
20ºC bajo luz ultravioleta y después seis días sólo con luz ultravioleta 
para su solidificación. 
 
Posteriormente, ya con los bloques solidificados, se realizaron cortes 
semifinos para observar y seleccionar la región de interés con la que 
realizar los cortes ultrafinos. Para ello, los cortes semifinos, depositados 
sobre portaobjetos, se tiñeron con Azul de Toludina y se montaron con 
DPX (Sigma-Aldrich). Tras seleccionar la zona de interés de cada bloque 
de Lowicryl, se realizaron secciones ultrafinas de 70nm de grosor con 
un ultramicrotomo Leica Ultracut UCT (Leica), que se depositaron sobre 
rejillas de níquel de 200Mesh (Gilder Glids), previamente tratadas con 
0,25% Formvar Solution (Electron Microscopy Sciences). 
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3.2. Inmunohistoquímica para TEM 
 
Las incubaciones de las secciones se realizaron en placas de Terasaki 
y para manipular las rejillas se utilizaron unas pinzas para microscopía 
electrónica (Electron Microscopy Sciences).  
 
Las secciones se permeabilizaron con PBTx durante 10 minutos y 
seguidamente se incubaron con el suero de bloqueo formado por BSA 
1mg/ml y NGS al 10% en PBTx durante una hora para el bloqueo de las 
uniones inespecíficas. Después, se incubaron con los anticuerpos 
primarios en las diluciones adecuadas en el mismo suero de bloqueo 
durante toda la noche a 4ºC. Tras tres lavados de cinco minutos cada 
uno con PBTx, se incubó con  el anticuerpo secundario disuelto en el 
suero de bloqueo, durante dos horas y a RTª (Tabla 3). Como control 
negativo se emplearon secciones en las que se obvió la incubación con 
el anticuerpo primario. 
 
Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios para 
inmunohistoquímica en TEM. 
Anticuerpos Concentración Referencia 
Anticuerpos Primarios 
Rabbit anti-GCNF 100µg/ml MBS246731, 
MyBioSource 
Mouse anti-sp56 0,6mg/ml 55101, QED 
BioScience 
Anticuerpos Secundarios 
Goat Anti-rabbit (15nm 
Gold) 0,19µg/ml ab27236, Abcam 
Goat Anti-mouse (15nm 
Gold) 0,34µg/ml ab202673, Abcam 
 
Finalmente, las secciones se contrastaron mediante la precipitación 
de metales pesados con el fin de poder visualizar algunas de las 
estructuras celulares, de manera que las membranas celulares sean 
más electrodensas (De Paul et al., 2012).  
 
3.3. Contraste del tejido  
 
El contraste negativo de las secciones se realizó mediante 
incubaciones consecutivas en atmósfera anhidra, para evitar la 
formación de precipitados, con: 
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1. Acetato de uranilo durante 15 minutos y dos lavados sucesivos en 
H2O Mili-Q. 
2. Citrato de plomo durante 10 minutos con cinco lavados sucesivos 
en H2O Mili-Q. El Citrato de Plomo se elaboró según el método de 
Reynolds (Anexo 2.2.).  
 
3.4. Obtención de las imágenes  
 
Las rejillas se observaron mediante un TEM Philips EM208S y una 
cámara Morada (Olympus Soft Imaging Solutions). El análisis de las 
imágenes se realizó con el programa informático FIJI (ImageJ). 
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4. BIOLOGÍA MOLECULAR 
 
4.1. Western Blot  
 
Esta técnica se utiliza para la detección de proteínas de una muestra 
totalmente homogeneizada. Se basa en separar las proteínas de la 
muestra en función de su peso molecular con una electroforesis en 
condiciones desnaturalizantes y reductoras, a continuación se 
transfieren las proteínas ya separadas a una membrana, donde se 
localizan las proteínas de interés mediante la incubación con 
anticuerpos específicos. 
 
4.1.1. Extracción y cuantificación de proteína 
 
Se extrajo proteína de testículos enteros. La muestra se homogeneizó 
con el tampón de lisis celular RIPA Buffer (Sigma-Aldrich) y un cóctel de 
inhibidores de proteasas  contra serina, cisteína, y metaloproteasas 
(Sigma-Aldrich) (Anexo 2.3.), a una concentración de 100µl de 
inhibidores de proteasas por un mililitro de RIPA Buffer. Tras dejar 
actuar durante 20 minutos, las muestras se sonicaron con el sonicador 
Sonopuls Ultrasonic homogenizers (Bandelin). La muestra se centrifugó 
a 13000rpm y se recuperó el sobrenadante. El extracto proteico 
obtenido se almacenó a -20ºC. 
 
La concentración de proteína de cada muestra se determinó mediante 
el ensayo del Ácido bicinconínico (BCA). Este ensayo es un método 
colorimétrico muy sensible que permite determinar la concentración de 
proteínas de una muestra mediante espectrofotometría. Se basa en la 
capacidad del Reactivo de cuantificación, BCA junto con el Sulfato de 
cobre (CuSO4), de reaccionar con las proteínas y formar un complejo de 
color púrpura, con un máximo de absorbancia a 562nm. Esta 
absorbancia es directamente proporcional a la concentración de 
proteína en una muestra.  
 
Para calcular la concentración de proteína se utilizó como referencia 
una recta patrón de BSA, formada por diluciones de concentración 
creciente desde una concentración inicial de 1mg/ml. Las diluciones de 
la recta patrón de BSA y las muestras (diluidas a la mitad en H2O Mili-
Q) se mezclaron con el Reactivo de cuantificación, a una concentración 
de 50:1. A continuación, se incubó esta mezcla a 37ºC durante 30 
minutos en un TS1 ThermoShaker (Biometra), lo que permite que el 
reactivo actúe sobre las proteínas y cambie de color: si hay poca 
cantidad de proteína el color será verde mientras que si hay mucha será 
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púrpura. Después de la incubación se leyeron las absorbancias a 
562nm con el lector Synergy HT (BioTek) y el software Gen5 (BioTek). 
Finalmente, se obtuvo un gráfico de dispersión con las absorbancias de 
la recta patrón de BSA y, mediante la extrapolación de los datos de las 
absorbancias de las muestras, se determinó la concentración de 
proteína total de cada una.  
 
4.1.2. Electroforesis 
 
Las distintas extracciones proteicas se mezclaron con el tampón de 
carga de Morris al 1X (Anexo 2.3.) cuya función es la de deshacer la 
configuración terciaria de las proteínas y cargarlas negativamente. Se 
calentaron durante 10 minutos a 95ºC para la desnaturalización de las 
proteínas en un TS1 ThermoShaker (Biometra) y se separaron mediante 
electroforesis en un gel de SDS-Poliacrilamida al 10% (Anexo 2.3.), a 
una concentración de 30µg de proteína por calle. La electroforesis se 
llevó a cabo a 120V durante 45 minutos en tampón de electroforesis 1X 
(Anexo 2.3.). 
 
4.1.3. Transferencia 
 
Las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa 
WhatmanTM de 0,2µm de poro (LifeSciences) en tampón de transferencia 
(Anexo 2.3.) con un Amperaje constante de 0,36A durante tres horas. 
Para su verificación se tiñeron las membranas con Rojo Ponceau (Anexo 
2.3.). A continuación, se bloquearon las uniones inespecíficas con BSA 
al 5% en TBS-Tween20 al 0,1% (TBS-T) durante una hora y después se 
incubaron los anticuerpos primarios durante toda la noche a 4ºC. Tras 
tres lavados de 10 minutos con TBS-T, se incubó con anticuerpo 
secundario (Tabla 4), diluido en BSA al 5% en TBS-T durante dos horas 
a RTª. 
 
Tras la eliminación del marcaje de cada anticuerpo primario 
mediante la incubación con el tampón de Stripping, se utilizó la proteína 
α-tubulin como control endógeno. 
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Tabla 4. Anticuerpos primarios y secundarios para Western Blot. 
Anticuerpos Concentración Referencias 
Anticuerpos Primarios 
Rabbit anti-GCNF 2μg/ml MBS246731, 
MyBioSource 
Mouse anti-sp56 4μg/ml 55101, QED Bioscience 
Mouse anti-α-tubulin 1,5μg/ml T5168, Sigma-Aldrich 
Anticuerpos Secundarios 
Goat Anti-rabbit-
HRP 0,1μg/ml S2030, SantaCruz 
Goat Anti-mouse-
HRP 0,2μg/ml S2004, SantaCruz 
 
4.1.4. Obtención de las imágenes 
 
Las membranas se revelaron con el sustrato Luminata™ Crescendo 
Western HRP en una G:BOX (Syngene) y las imágenes fueron 
capturadas con el software GeneSnap. Las imágenes fueron procesadas 
con el programa informático FIJI (ImageJ). 
 
4.2. Reacción en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa 
con Transcripción Inversa 
 
La Reacción en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa con 
Transcripción Inversa (RT-qPCR) se ha utilizado para determinar la 
cantidad de RNA transcrito de un gen específico en las muestras.  
 
La RT-qPCR es una variante de la Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (PCR) convencional en la que las hebras de RNA son 
retrotranscritas a DNA complementario (cDNA) mediante la enzima 
Transcriptasa inversa. A continuación, este cDNA es amplificado por la 
enzima Taq polimerasa (la DNA polimerasa de la bacteria termófila 
Thermus aquaticus descubierta por Chien et al., 1976) mediante una 
serie de cambios de temperatura, llamados ciclos. También se necesitan 
un par de cebadores complementarios del gen que se amplifica, 
denominados forward primer y reverse primer, los 
desoxirribonucleótidos (dNTPs) para la formación de las copias de DNA, 
y un tampón de reacción con un fluorocromo que permita medir, a la 
longitud de onda apropiada, la generación de los productos en un 
termociclador con sensores para medir fluorescencia.  
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4.2.1. Extracción del RNA  
 
Se extrajo el RNA total de testículos incluidos en parafina de ratones 
C57BL/6 y Gopc-/- (inclusión descrita en el punto 2.1.) con el FFPE RNA 
Purification Kit (Norgen Biotek Corp.), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Se determinó la concentración de RNA extraído a una 
absorbancia de 260nm, y su pureza, con el Nanodrop Synergy HT 
(BioTek) en el lector Synergy HT (BioTek) y el software Gen5 (BioTek).  
 
4.2.2. Obtención del  cDNA 
 
Para obtener el cDNA correspondiente al RNA se realizó una 
retrotranscripción utilizando el kit iScript™ cDNA Synthesis Kit (BIO-
RAD), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello se mezclaron 
730ng de RNA de cada muestra con 4μl de 5x iScipt Reaction Mix, 1μl de 
iScript reverse transcriptase y H2O DEPC hasta un volumen final de 
20μl. La reacción se llevó a cabo en un termociclador C1000™ Thermal 
Cycler (BIO-RAD) con el protocolo de la Tabla 5. El producto final se 
almacenó a -20ºC. 
 
Tabla 5. Protocolo de reacción de retrotranscripción. 
Paso Tiempo Temperatura 
Comienzo 5 min 25ºC 
Retrotranscripción  20 min 46ºC 
Inactivación de la transcriptasa inversa 1 min 95ºC 
Final ∞ 4ºC 
 
4.2.3. Preamplificación del cDNA  
 
El RNA extraído de tejido suele estar muy fragmentado, lo que 
implica que el cDNA que se obtiene es muy pequeño para poder realizar 
una Reacción en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa (qPCR). Por este 
motivo se realizó previamente a la qPCR una pequeña amplificación del 
cDNA con el kit Platinum® Multiplex PCR Master Mix 2X (Applied 
Biosystems), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello se 
mezclaron 0,15μg del cDNA de cada muestra con 5μl del primer mix (el 
cual está compuesto por 0,5μM de cada cebador) a una concentración 
final de 50nM/cebador, 25μl de Multiplex Mix y H2O DEPC hasta un 
volumen final de 50μl. La reacción (Tabla 6) se llevó a cabo en un 
termociclador C1000™ Thermal Cycler (BIO-RAD). 
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Tabla 6. Protocolo de la Multiplex. 
Paso Tiempo Temperatura 
Comienzo 2 min 95ºC 
14 ciclos de amplificación  
30s 95ºC 
90s 60ºC 
30s 72ºC 
Mantenimiento 10 min 72ºC 
Final ∞ 4ºC 
 
Para realizar la amplificación del cDNA se diseñaron cebadores 
específicos para Gcnf, Sp56 y el control endógeno Rps15 (40S ribosomal 
protein S15) (Tabla 7). El diseño se realizó con el programa Primer 
Designing Tool (NCBI). 
 
Tabla 7. Secuencias de los cebadores (Forward y Reverse) de cada gen. 
Gen Secuencia (5´ a 3´) 
Gcnf 
Forward CATCCAGTAGGTCTGTGGAACT 
Reverse GGCACTGACATCCCCATGTA 
Sp56 
Forward GAATAGTGAGCAGAGGCGCA 
Reverse AGCTTGTACACCTTCAGGGC 
Rps15  
Forward CCGAGTAACCGCCAAGATGG 
Reverse TTGCTCATAGGACATGTCGA 
 
El producto final se diluyó con H2O DEPC a una dilución final 1:5 y 
se almacenó a -20ºC. 
 
4.2.4. Reacción en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa 
 
Para la realización de la qPCR se utilizó el kit Power SYBR® Green 
PCR Master Mix (Applied Biosystems), que está compuesto por dNTPs, 
iTaq polimerasa, MgCl2, y el fluorocromo SYBR® Green. Para cada 
reacción, llevadas a cabo en placa de 96 pocillos, se emplearon 5μl de 
SYBR® Green Mix, 0,2μl de Forward primer y Reverse primer a una 
concentración final de 0,1μM y 4,8μl de cada muestra a una dilución 
final 1:10 respecto del producto obtenido de la Multiplex. Cada gen con 
cada muestra se amplificó por triplicado. Se utilizaron como controles 
negativos el cDNA de cada muestra sin los cebadores y cada par de 
cebadores sin la muestra.  
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La reacción (Tabla 8) se llevó a cabo en un termociclador CFX96™ 
(BIO-RAD).  
 
Tabla 8. Protocolo de la qPCR. 
Paso Tiempo Temperatura 
Comienzo 10 min 95ºC 
40 ciclos de amplificación  
15s 95ºC 
60s 60ºC 
 
4.2.5. Análisis de la amplificación 
 
Tras obtener los ciclos de amplificación de cada gen (CT) con el 
software CFX Manager™ (BIO-RAD), se relativizaron los ciclos de cada 
gen con su control endógeno (ΔCT) en cada tipo de ratón y las 
diferencias de expresión relativa de cada gen entre ratones Gopc-/- y 
ratones C57BL/6 con el método 2-ΔCT (Schmittgen y Livak, 2008). 
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5. DETERMINACIÓN DE LOS ESTADIOS DEL CICLO DEL 
TÚBULO SEMINÍFERO DE RATÓN 
 
Como ya se ha comentado, la primera clasificación de los tipos 
celulares en el túbulo seminífero de ratones fue propuesta por Oakberg 
(1956). Posteriormente, Russell, Ettlin, Sinha-Hikim y Clegg en el libro 
Histological and Histopathological Evaluation of the Testis (1990) 
realizaron el esquema mencionado en el apartado 2.3. de la 
Introducción. Igualmente, Meistrich y Hess, en el libro Spermatogenesis: 
Methods and Protocols (2013) elaboraron una guía para ayudar a 
reconocer los estadios del túbulo seminífero, observando las 
características morfológicas de los tipos celulares (Fig. 20).  
 
 
Figura 20. Guía para la identificación de los estadios del túbulo 
seminífero de ratón en función de las características morfológicas de 
cada tipo celular. Debajo de cada estadio de la tabla se observan las 
espermátidas durante la espermiogénesis con una tinción PAS 
(Modificado de Meistrich y Hess, 2013). 
 
 
espermátidas redondas 
y alargadas  I a VIII 
forma de gránulo del acrosoma  II-IV  
forma de capucha del 
acrosoma  V a VIII 
hetecromatina de las 
gonias con gránulos 
grandes  VII  
espermátidas en 
elongación  IX a XII 
poca condensación del DNA y poca elongación de las 
espermátidas  IX-X 
gran condensación del DNA y gran elongación de las 
espermátidas  XI 
espermatocitos secundarios  XII 
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De esta manera, con la tinción PAS en un corte histológico de 
testículo de ratón es posible ver los cambios en la forma del núcleo y del 
acrosoma durante el desarrollo de las células espermáticas y diferenciar 
los estadios (Fig. 21).  
 
Figura 21. Representación de un túbulo seminífero de ratón con 
todos los estadios del ciclo con una tinción PAS. Por ejemplo, el 
estadio V del túbulo seminífero del ratón está formado por las 
espermatogonias del tipo B (B), espermatocitos en fase de paquiteno, 
espermátidas redondas del tipo 5 (S5) y espermátidas alargadas del tipo 
15.  (Meistrich y Hess, 2013). 
 
Igualmente, para la identificación de los tipos celulares mediante 
TEM, se utiliza a la vez que el esquema de la Figura 20 los criterios 
específicos detallados en la siguiente tabla extraída del libro Histological 
and Histopathological Evaluation of the Testis (1990) (Tabla 9). 
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Tabla 9. Criterios para distinguir los tipos celulares en cada estadio 
del ciclo del túbulo seminífero en ratones (Modificado de Russell et al., 
1990). 
Estadio Criterios 
I 
o No se observan espermatogonias en la base del epitelio. 
o En espermátidas redondas del tipo 1 no se observa vesícula 
acrosómica adherida al núcleo. 
II-III 
o La heterocromatina de las espermatogonias intermedias está 
localizada cerca de la membrana nuclear. 
o La vesícula acrosómica es redonda y esta acoplada al núcleo. 
IV o La vesícula acrosómica se aplana encima del núcleo. 
V 
o La heterocromatina de las espermatogonias del tipo B forma gran 
cantidad de pequeños gránulos. 
o La vesícula acrosómica comienza a elongarse. 
o En las espermátidas del tipo 15 las mitocondrias se posicionan en 
el cuello del flagelo. 
VI 
o La heterocromatina de las espermatogonias forma gránulos 
grandes. 
o El acrosoma continúa alargándose, ocupando casi la mitad de la 
célula. 
VII 
o La heterocromatina de los espermatocitos en preleptoteno forma 
gránulos pequeños. 
o El acrosoma ocupando más de la mitad de la célula. 
VIII 
o El núcleo de los espermatocitos en preleptoteno se redondea y  la 
heterocromatina ocupa todo el núcleo.  
o El núcleo de las espermátidas del tipo 8 hace contacto con la 
membrana celular y ya se observa el axonema. 
o Se elimina todo el citoplasma de las espermátidas del tipo 16. 
IX 
o El núcleo de los espermatocitos en leptoteno se hace más grande.  
o En los espermatocitos en paquiteno se distingue el cuerpo XY. 
o El núcleo de las espermátidas del tipo 9 comienza a elongarse. 
o No se observan espermátidas del tipo 16. 
X 
o En los espermatocitos en leptoteno hay más heterocromatina.  
o En los espermatocitos en paquiteno el núcleo se agranda y hay 
poca heterocromatina. 
o En las espermátidas del tipo 10 la cromatina comienza a 
condensarse. 
XI 
o En los espermatocitos en diploteno el núcleo se hace más grande y 
hay poca heterocromatina. 
o En las espermátidas del tipo 11 el núcleo se hace más alargado. 
XII 
o Se pueden encontrar espermatocitos en meiosis II. 
o En las espermátidas del tipo 12 la cromatina está casi totalmente 
condensada y el acrosoma totalmente alargado. 
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Como ya se ha explicado en la Introducción, la proteína GOPC actúa 
durante el transporte de las vesículas proacrosómicas desde la red 
trans-Golgi hasta la parte anterior del núcleo, donde se fusionan para 
formar el acrosoma. Los ratones Gopc-/- son infértiles porque no se 
forma el acrosoma (Fig. 19A y B), junto con defectos estructurales de la 
manchette para la elongación de la cabeza de las espermátidas, lo que 
resulta en espermatozoides globozoospérmicos. Hay que destacar que 
debido a estos fallos en la espermiogénesis en ratones Gopc-/-, no es 
posible fijarse solamente en las espermátidas en elongación por lo que 
ha sido necesario observar todos los tipos celulares de cada estadio en 
su conjunto. Por ejemplo, en el Gopc-/- la estructura del acrosoma en la 
espermátida tipo 5 es muy semejante a la espermátida de tipo 3, y el 
núcleo de las espermátidas en elongación tiene una forma anormal (Fig. 
22). No obstante, las espermatogonias y espermatocitos son similares a 
los del genotipo silvestre.  
 
Figura 22. Comparación de los tipos de espermátidas en cada estadio 
de la espermiogénesis entre ratones de genotipo silvestre y Gopc-/-. El 
bloque A corresponde a la espermiogénesis de genotipo silvestre y el B a 
ratones Gopc-/-. Se observan los núcleos en azul, los acrosomas y 
pseudoacrosomas en rojo (Ito et al., 2004). 
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6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
El análisis estadístico se realizó utilizando el programa GraphPad 
Prism5 (San Diego, California, EEUU). 
 
Se analizó el tipo de distribución de los datos mediante el test de 
Shapiro-Wilk. Todos los datos no seguían una distribución Normal, por 
lo que se llevaron a cabo pruebas no paramétricas (Martínez-González et 
al., 2014; Toledo et al., 2014). 
 
La media y el error estándar de la media (SEM) se obtuvieron de 
todos los datos y se expresaron como media ± SEM. Las diferencias 
estadísticamente significativas se consideraron cuando p<0,05 (*), las 
diferencias altamente significativas cuando p<0,01 (**) y las diferencias 
muy significativas cuando p<0,001 (***). 
 
6.1. Inmunohistoquímica para TEM 
 
Para determinar si existen diferencias en cuanto a la expresión y 
distribución proteica de GCNF y sp56 durante la espermatogénesis de 
ratones C57BL/6 y Gopc-/-, se analizaron varios tipos celulares (Tabla 
10), que son representativos del conjunto del ciclo del túbulo 
seminífero.  
 
Tabla 10. Tipos celulares analizados en inmunohistoquímica para 
TEM. 
Estadio Espermatocitos Espermátidas redondas 
Espermátidas 
alargadas 
I SPaquiteno S1 S13 
V - S5 S15 
VIII SLeptoteno 
SPaquiteno 
S8 S16 
X SLeptoteno 
SPaquiteno 
S10 
 
Se realizó un recuento de número de partículas de oro por área del 
núcleo, citoplasma, manchette y región acrosómica de cada tipo celular. 
 
En primer lugar se realizó una comparación entre los tipos celulares 
en cada tipo de ratón con el test de Kruskal-Wallis, con la prueba de 
comparación múltiple post-hoc de Dunn. A continuación, se realizó el 
test de la U de Mann-Whitney para la comparación entre los ratones 
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C57BL/6 y Gopc-/-. Sin embargo, este test compara los tipos celulares 
en conjunto y no entre ellos, por lo que se usó el test de la ANOVA de 
dos factores, con la prueba de comparación múltiple post-hoc de 
Bonferroni, ya que este tipo de test no tiene un equivalente no 
paramétrico (Sayón-Orea et al., 2014).  
 
Los resultados obtenidos se representaron en diagramas de barras, 
con el SEM en cada barra. 
 
6.2. Reacción en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa 
con Transcripción Inversa  
 
Se determinó la variación de la expresión (Fold change) de los genes 
Gcnf y Sp56 entre ratones C57BL/6 y Gopc-/- con la fórmula: 
 
Fold change = -
 2-ΔCT Gopc-/- 
2-ΔCT C57BL/6
 
 
Para observar si la variación en la expresión era significativa se 
realizó el test de la U de Mann-Whitney, comparando las expresiones 
relativas (método 2-ΔCT) de cada gen (Gcnf y Sp56) entre ratones 
C57BL/6 y Gopc-/- (Schmittgen y Livak, 2008). 
 
Los resultados obtenidos se representaron en diagramas de barras, 
con el error estándar en cada barra. 
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7. MICROINYECCIÓN INTRATESTICULAR DEL ANTICUERPO 
ANTI-GOPC 
 
Este procedimiento quirúrgico se realizó en un quirófano del 
Animalario de los Servicios Generales (SGIker) del Campus de Bizkaia 
de la UPV/EHU. 
 
7.1. Anestesia 
 
Los ratones machos adultos se anestesiaron con Isoflurano (IsoFlo, 
Veterinaria Esteve) a un porcentaje de inducción del 3% y un flujo de O2 
de 1L/min. Para el mantenimiento de la anestesia se usó un porcentaje 
de Isoflurano del 1,75% y un flujo de O2 de 1L/min. Los animales se 
mantuvieron durante todo el procedimiento quirúrgico sobre una manta 
térmica para evitar su entrada en hipotermia.  
 
7.2. Procedimiento quirúrgico 
 
Para realizar el procedimiento se emplearon un microscopio 
quirúrgico Leica M651 y un micromanipulador Mk1 Micromanipulator 
(Singer Instruments). La microinyección fue realizada con el 
microinyector CellTram®Air  (Eppendorf) (Fig. 23), a una presión entre 
0,1-4Pa, con capilares de vidrio de boro-silicato de 1mm de diámetro 
exterior y 0,75mm de diámetro interior (World Precision Instruments), 
estirados en un estirador de capilares Pul-1 (World Precision 
Instruments).  
 
Figura 23. Microinyector CellTram®Air (Eppedorf). 
 
En primer lugar, se rasuró el pelo de la zona abdominal de los 
animales donde posteriormente se realizaría la incisión. También se 
desinfectó la zona con Povidona Iodada al 10% (Betadine). 
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Mediante una incisión abdominal se extrajeron los testículos y se 
colocaron sobre Parafilm® para su manipulación, que consiste en 
realizar una limpieza del tejido adiposo que hay alrededor de los 
conductos eferentes, cerca de la rete testis, con unas pinzas de cirugía. 
 
A continuación, se realizó el llenado de los túbulos seminíferos (Fig. 
24) mediante la microinyección de 1µg de anticuerpo anti-GOPC 
(Abnova), disuelto en 15µL de PBS con colorante azul de bromofenol al 
0,5 % (p/v). Los testículos contralaterales se microinyectaron sólo con 
colorante. 
 
Figura 24. Proceso de microinyección a través de los conductos 
eferentes. A) Se observa el testículo y los conductos eferentes limpios del 
tejido adiposo que les rodea. B) Llenado de los túbulos seminíferos, en 
azul, durante la microinyección. 
 
Una vez llevado a cabo el procedimiento quirúrgico los testículos 
fueron introducidos en el animal. En primer lugar, el testículo y en 
segundo lugar el epidídimo y el tejido adiposo unido a él, para evitar así 
la torsión del testículo. Finalmente se suturó la incisión con hilo de 
sutura absorbible e hilo de sutura no absorbible (Laboratorio Aragó S.L.) 
usando unas tijeras de sutura. 
 
A todos los ratones se les realizó la eutanasia mediante dislocación 
cervical a los 35 días de la operación y los testículos fueron procesados 
para microscopia óptica y TEM (apartados 2 y 3). 
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1. ESTUDIO HISTOLÓGICO DEL EPITELIO SEMINÍFERO DE 
RATONES GOPC-/- 
 
En el examen al microscopio óptico del epitelio de los túbulos 
seminíferos de ratones Gopc-/- se observó que estaban representadas 
todas las células de la línea espermatogénica.  
 
Entre los estadios I al VIII, se localizaron las espermatogonias y los 
espermatocitos primarios en fase de leptoteno en la base del túbulo 
seminífero. Los criterios para determinar los diferentes tipos celulares 
fueron: su localización basal en el epitelio, el grado de condensación de 
la cromatina y la forma del núcleo. En un segundo estrato se 
localizaron los espermatocitos primarios en fase de paquiteno, con el 
núcleo grande y gran cantidad de heterocromatina. En el 
compartimento adluminal del túbulo seminífero se localizaron las 
espermátidas redondas, con el núcleo más pequeño que el de los 
espermatocitos. A partir del estadio IX al XII, el núcleo de 
espermatocitos de ratones Gopc-/- se observó algo más grande que el del 
genotipo silvestre. Por otro lado, las espermátidas fueron más pequeñas 
y mostraron una morfología irregular en comparación con las 
espermátidas en elongación del genotipo silvestre. Finalmente, 
delimitando la luz del túbulo, se localizaron las espermátidas 
globozoospérmicas, fácilmente reconocibles por la forma redonda de su 
núcleo condensado. No se observaron espermátidas alargadas, lo que 
indica que la deleción del gen Gopc resulta en una globozoospermia 
total. Asimismo, las células de Sertoli y las células de Leydig, estas 
últimas situadas en el intersticio, mostraron una morfología normal.  
 
1.1. Tinción del Ácido Peryódico-Schiff 
 
Con la tinción PAS se pudo observar la morfología anómala del 
acrosoma en formación durante la espermiogénesis de ratones Gopc-/- 
en comparación con los ratones C57BL/6. Esta tinción marca de color 
rosa las regiones con abundancia en glicoproteínas. De esta manera se 
han localizado dos regiones PAS positivas: el acrosoma y la membrana 
basal. 
 
Los acrosomas de las células espermiogénicas de C57BL/6 mostraron 
una morfología normal. En las espermátidas redondas entre los tipos S2 
al S5, se observó la vesícula acrosómica con forma redonda. El 
acrosoma de los tipos S13 al S15 con forma alargada, se localizó en la 
región anterior al núcleo (Fig. 25A-C). 
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Figura 25. Tinción PAS de estadios del epitelio del túbulo seminífero 
de ratón silvestre C57BL/6. Se obtuvo marcaje PAS positivo (rosa) en 
los acrosomas y en la membrana basal. Contraste con hematoxilina para 
visualizar los núcleos (azul). SD: espermatocito en diploteno, SG: 
espermatogonia, SL: espermatocito en leptoteno, SP: espermatocito en 
paquiteno, St: estadios, SZ: espermatocito en zigoteno, S2º: espermatocito 
secundario, S1-S16: tipo de espermátida. Barra: 5µm.  
 
En los ratones Gopc-/- las espermátidas del tipo S2 al tipo S5 
mostraron también acrosomas con morfología normal (Fig. 26A-C). Sin 
embargo, en las espermátidas entre los tipos S6 al S12, se observaron 
pseudoacrosomas muy característicos, con forma pequeña, redonda y 
en algunas de las células incluso separados del núcleo (Fig. 26D-I). En 
las espermátidas del tipo S14 al S16 fue muy difícil ver la tinción PAS 
positiva de los pseudoacrosomas (Fig. 26A-E). 
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Figura 26. Tinción PAS de estadios del epitelio del túbulo seminífero 
de ratón Gopc-/-. Se obtuvo marcaje PAS positivo (rosa) en los acrosomas 
y en la membrana basal. Contraste con hematoxilina para visualizar los 
núcleos (azul). SD: espermatocito en diploteno, SG: espermatogonia, SL: 
espermatocito en leptoteno, SP: espermatocito en paquiteno, St: estadios, 
SZ: espermatocito en zigoteno, S2º: espermatocito secundario, S1-S16: tipo 
de espermátida. Barra: 5µm.  
 
1.2. Localización inmunohistoquímica de Acrosina 
 
Con el objetivo de poder analizar los acrosomas en las espermátidas, 
se localizó el precursor de la Acrosina: la Proacrosina. Realizamos 
inmunohistoquímica para microscopía óptica sobre secciones de 
testículo de ratones C57BL/6 y Gopc-/-. La Acrosina es una proteína 
exclusiva del acrosoma y necesaria para la fecundación del oocito por 
parte del espermatozoide. 
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Se localizó la Proacrosina únicamente en el acrosoma de las 
espermátidas, aunque con variaciones entre los tipos de ratones. El 
epitelio de los ratones de genotipo silvestre mostró marcaje positivo en 
la vesícula acrosómica redonda, desde las espermátidas redondas del 
tipo S3. Entre los tipos S5 a S10, se observó un fuerte marcaje en los 
acrosomas. Sin embargo, en las espermátidas alargadas no se obtuvo 
marcaje de la Proacrosina (Fig. 27A-D).  
Figura 27. Localización inmunohistoquímica de Proacrosina en 
ratones C57BL/6 y Gopc-/-. Se observa de color marrón la 
inmunolocalización de Proacrosina en los acrosomas en formación en el 
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epitelio seminífero SG: espermatogonia, SL: espermatocito en leptoteno, SP: 
espermatocito en paquiteno, St: estadios, S1-S16: tipo de espermátida. 
Barra: 10µm. 
 
Por su parte, en el epitelio de los túbulos de ratones Gopc-/-, se 
observó poco marcaje en la zona acrosómica de las espermátidas 
redondas. Igualmente, la malformación del acrosoma en este tipo de 
ratón quedó evidenciada ya que entre los tipos S5 al S10 se observaron 
pseudoacrosomas con forma redondeada. Finalmente, al igual que en 
los ratones C57BL/6, en las espermátidas a partir del tipo S10 no se 
detectó Proacrosina (Fig. 27E-H). 
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2. ANÁLISIS DE LA DISTRIBUCIÓN DE PROTEÍNAS 
ACROSÓMICAS EN LA ESPERMATOGÉNESIS DE RATONES 
GOPC-/- 
 
A continuación se describirán la localización y expresión de las 
proteínas GCNF y sp56 en la línea espermatogénica del epitelio del 
túbulo seminífero en ratones de genotipo silvestre (C57BL/6) y 
knockout (Gopc-/-).  
 
Se han observado interesantes diferencias entre los tipos de ratones 
en cuanto a la distribución y nivel de expresión de estas proteínas. 
 
2.1. GCNF 
 
En las células espermatogénicas, la proteína Germ Cell Nuclear Factor 
(GCNF) tiene la función de represor de la transcripción de los genes 
Protamina 1, Protamina 2  y Oct4, mediante su unión al DNA en forma 
de homodímero. 
 
Hemos localizado GCNF en el núcleo de las espermatogonias y 
espermatocitos, así como en el acrosoma, acroplaxoma, manchette y 
núcleo de las células espermiogénicas. Sin embargo, aunque el patrón 
de distribución de GCNF en la línea espermatogénica de los ratones 
C57BL/6 y Gopc-/- parece semejante, se ha observado que el grado de 
expresión difiere entre los dos tipos de ratones estudiados.  
 
2.1.1. Localización inmunohistoquímica de GCNF 
 
Mediante microscopia óptica, se localizó GCNF en la región 
acrosómica de las espermátidas entre los tipos S3 a S10 en ambos tipos 
de ratones. No obstante, las diferencias fueron importantes puesto que 
se observó mayor marcaje en los acrosomas que en los 
pseudoacrosomas. A partir del tipo S10 la detección de GCNF en la 
región acrosómica fue únicamente distinguible en el epitelio de ratones 
C57BL/6 (Fig. 28). 
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Figura 28. Inmunohistoquímica para microscopía óptica de GCNF en 
ratones C57BL/6 y Gopc-/-. La localización de GCNF se visualiza de color 
marrón en los acrosomas, núcleo y citoplasma de las células 
espermatogénicas. SG: espermatogonia, SL: espermatocito en leptoteno, SP: 
espermatocito en paquiteno, St: estadios, S1-S16: tipo de espermátida. 
Barra: 10µm. 
 
También, GCNF es observable en el núcleo de los espermatocitos en 
fase de paquiteno de ratones Gopc-/-, pero en el epitelio de ratones de 
genotipo silvestre no se visualizó debido a que la tinción con 
hematoxilina enmascara este marcaje. Por otro lado, se observaron 
diferencias en las espermátidas S10, que aparecieron teñidas en el 
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epitelio de ratones Gopc-/-, tanto en la región del acrosoma, como en el 
citoplasma (Fig. 28D y H). 
 
Mediante inmunohistoquímica con TEM se observó marcaje de GCNF 
en el núcleo de todas las células de la línea espermatogénica de los dos 
tipos de ratones. En ratones Gopc-/- las espermatogonias y los 
espermatocitos en fase de leptoteno mostraron mayor marcaje que en 
las células del genotipo silvestre, y estas diferencias se mantuvieron en 
todas las fases de la meiosis I (Fig. 29).  
 
Figura 29. Inmunohistoquímica para TEM de GCNF en 
espermatocitos en fase de paquiteno de ratones C57BL/6 y Gopc-/-. 
GCNF se encuentra localizado en el núcleo (círculos rojos) de los 
espermatocitos en fase de paquiteno de ratones C57BL/6 (A, B y C) y de 
Gopc-/- (D, E y F). SP: espermatocito en paquiteno, St: estadios. Barra: 
1µm. 
 
Igualmente, todas las células haploides tanto de ratones C57BL/6 
(Fig. 30) como de Gopc-/- (Fig. 31) mostraron marcaje en el núcleo. Así, 
mediante inmunohistoquímica para TEM se ha podido determinar que 
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todas las células espermatogénicas presentan marcaje nuclear para 
GCNF. 
 
También se observó GCNF distribuida por la manchette de las 
espermátidas en elongación. La manchette es la estructura 
citoesquelética formada por microtúbulos y filamentos de actina, que 
actúa en la elongación del núcleo y acrosoma de las espermátidas 
redondas. Se localizó GCNF en los tipos S8 a S13 en ambos tipos de 
ratones, aunque fue más evidente en los knockout (Fig. 31C-D) que en 
los de genotipo silvestre (Fig. 30C-D). 
 
Figura 30. Inmunohistoquímica para TEM de GCNF en espermátidas 
redondas y alargadas de ratones C57BL/6. GCNF se encuentra 
localizado en el núcleo (círculos rojos), en el acrosoma (círculos verdes) y 
en manchette y flagelo (círculos azules) de las espermátidas. A) 
espermátida tipo 1, B) espermátida tipo 8, C) espermátida tipo 10, D) 
espermátida tipo 13, E) espermátida tipo 16. Ac: acrosoma, M: manchette, 
N: núcleo, S1-S16: tipo de espermátida. Barra: 1µm. 
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Figura 31. Inmunohistoquímica para TEM de GCNF en espermátidas 
redondas y en elongación de ratones Gopc-/-. GCNF se encuentra 
localizado en el núcleo (círculos rojos), en el acrosoma (círculos verdes) y 
en las estructuras de microtúbulos: manchette y flagelo (círculos azules) 
de las espermátidas. A) espermátida tipo 1, B) espermátida tipo 8, C) 
espermátida tipo 10, D) espermátida tipo 13, E) espermátida tipo 16. Ac: 
acrosoma, M: manchette, N: núcleo, S1-S16: tipo de espermátida. Barra: 
1µm. 
 
En cuanto al acrosoma, se observó más concentración de GCNF en 
los pseudoacrosomas de Gopc-/- (Fig. 31B-E) que en los acrosomas de 
los ratones de genotipo silvestre (Fig. 30B-E).  
 
2.1.2. Análisis de la variación de la expresión de GCNF 
 
Los resultados analizados en las inmunohistoquímicas nos hicieron 
intuir que podían existir diferencias de expresión de GCNF entre los 
ratones C57BL/6 y Gopc-/-. Para determinar si efectivamente existían 
estas diferencias en la expresión durante la espermatogénesis entre los 
dos tipos de ratones, se realizaron varios tipos de análisis. 
 
En primer lugar, mediante Western Blot se pudo analizar la presencia 
de GCNF en extractos proteicos de ambas muestras de ratones, tanto 
en su forma activa de homodímero unido al DNA (100KDa), como en la 
inactiva (50KDa). Esta última fue notablemente más abundante en los 
ratones knockout (Fig.32 ). 
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Figura 32. Western Blot de GCNF en muestra de testículos de 
ratones C57BL/6 y Gopc-/-. Se observan dos bandas de GCNF, a 
100KDa y a 50KDa. Se utilizó α-tubulin como control interno. 
 
Este resultado nos proporcionó una visión general de la cantidad de 
proteína en el conjunto del testículo. Por ello, a continuación se realizó 
un análisis más detallado de la distribución de la proteína a lo largo de 
la espermatogénesis mediante un recuento, por tipo celular, del número 
de partículas de oro observadas a nivel de TEM. El número de 
partículas de oro fueron relativizadas al área de los núcleos, región 
acrosómica y zona de la manchette.  
 
Así, entre los tipos celulares de los ratones C57BL/6, se observó que 
la expresión de GCNF se mantenía constante al inicio de la 
espermatogénesis. No obstante, al comenzar la elongación de la cabeza 
de las espermátidas (S10 y S13), las diferencias en la expresión 
aumentaron significativamente (p<0,01) (Gráf. 1A). Por otro lado, en 
ratones knockout se observaron diferencias significativas entre 
espermatocitos y espermátidas, y también a lo largo de toda la 
espermiogénesis (p<0,01) (Gráf.1 B). 
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Gráfica 1. Recuento de partículas de oro por área nuclear en células 
de la línea espermatogénica para GCNF. A) C57BL/6 y B) Gopc-/-. Los 
tipos celulares analizados pertenecen a los estadios I, VIII y X del ciclo 
del túbulo seminífero. (**) p<0.01, Kruskal-Wallis con post-hoc de Dunn. 
 
Confirmando los resultados previos, GCNF se localizó en el núcleo de 
los espermatocitos en fase de paquiteno de ratones Gopc-/-, pero no en 
ratones C57BL/6, debido a que el nivel de expresión de GCNF en los 
espermatocitos en fase de paquiteno de ratones C57BL/6 fue menor 
que en los knockout (p<0,001). También se evidenciaron diferencias muy 
significativas entre las espermátidas redondas de tipo S8 y S16 
(p<0,001) (Gráf. 2). 
 
Gráfica 2. Comparación del recuento de partículas de oro por área 
nuclear en células de la línea espermatogénica de ratones C57BL/6 y 
Gopc-/- para GCNF. Los tipos celulares analizados pertenecen a los 
estadios I, VIII y X del ciclo del túbulo seminífero. (***) p<0.001, ANOVA 
de dos factores con el test post-hoc de Bonferroni. 
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El análisis de la inmunolocalización en los acrosomas/ 
pseudoacrosomas y manchette de ambos tipos de ratones reveló los 
siguientes resultados. 
 
En los acrosomas de ratones C57BL/6 la dinámica de expresión de 
GCNF se mantuvo constante durante toda la espermiogénesis. Sin 
embargo, en los ratones knockout se observó que la expresión de GCNF 
aumentaba a medida que la espermiogénesis progresaba, entre los tipos 
celulares S1 y S16 (p<0,01). Comparando los tipos celulares entre 
ambos tipos de ratones, se vio que había diferencias significativas en la 
expresión de GCNF en las espermátidas de tipo S10 (p<0,05), 
obteniéndose un pico máximo entre las espermátidas de tipo S16 
(p<0,001) (Gráf. 3) 
 
Gráfica 3. Comparación del recuento de partículas de oro por área de 
acrosoma en células de la línea espermatogénica de ratones 
C57BL/6 y Gopc-/- para GCNF. (**) p<0.01, Kruskal-Wallis con test post-
hoc de Dunn; (*) p<0.05 y (***) p<0.001, ANOVA de dos factores con el 
test post-hoc de Bonferroni. 
 
No se observaron diferencias en la expresión de GCNF en la 
manchette entre los tipos celulares de ratones de genotipo silvestre, pero 
sí en los ratones knockout, donde se observaron diferencias altamente 
significativas ente los tipos celulares en S10 y S13 (p<0,01) (Gráf. 4).  
 
Al comparar la expresión de la proteína entre los tipos celulares de 
ratones C57BL/6 y Gopc-/- se encontraron diferencias significativas  en 
la localización de GCNF en la manchette de las espermátidas del tipo S8 
(p<0,05) y S10 (p<0,001) (Gráf. 4). 
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Gráfica 4. Comparación del recuento de partículas de oro por área de 
manchette en células de la línea espermatogénica de ratones 
C57BL/6 y Gopc-/- para GCNF. (**) p<0.01, Kruskal-Wallis con test post-
hoc de Dunn; (*) p<0.05 y (***) p<0.001, ANOVA de dos factores con el 
test post-hoc de Bonferroni. 
 
Finalmente, se realizó RT-qPCR para determinar si los resultados en 
la variación de expresión de la proteína se correlacionaban con la 
expresión génica en las muestras de testículo. Los resultados obtenidos 
mostraron que en ratones knockout la expresión relativa de Gcnf era 
cinco veces mayor (5,343±0,4027) que en ratones de genotipo silvestre 
(Gráf. 5). 
 
 
 
 
 
Gráfica 5. Variación de la expresión 
relativa (mRNA) de Gcnf entre 
muestras de ratones C57BL/6 y Gopc-
/-. Se encuentra representada la 
comparación entre las expresiones 
relativas obtenidas mediante el método 
2-ΔCT. (***) p<0.001, U de Mann-Whitney. 
 
2.2. sp56 
 
También hemos analizado la localización y expresión de la proteína 
Sperm fertilization protein 56 (sp56), cuya función está relacionada con 
el reconocimiento de la proteína ZP3 del oocito en el momento de la 
fecundación. Hemos localizado sp56 en el acrosoma y en el citoplasma 
de las células en espermiogénesis, viendo que sigue un patrón de 
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distribución semejante entre la línea espermiogénica de ratones 
C57BL/6 y Gopc-/-, aunque con algunas diferencias en su expresión.  
 
2.2.1. Localización inmunohistoquímica de sp56 
 
Se ha analizado mediante inmunohistoquímica la distribución de 
sp56. Los resultados con microscopía óptica indican que sp56 tiene el 
mismo patrón de distribución en los ratones C57BL/6 y Gopc-/-. 
 
Únicamente se ha localizado sp56 en las espermátidas. Ni 
espermatogonias ni espermatocitos mostraron marcaje. Tampoco se 
observó marcaje alguno en las células somáticas de los epitelios. En 
relación con las espermátidas de ambos tipos de ratones, los 
citoplasmas de las espermátidas entre los tipos S2 a S10 fueron 
inmunoreactivos, y a partir de las espermátidas del tipo S14 no se 
observó marcaje alguno (Fig. 33). No obstante, el marcaje de los 
citoplasmas de las espermátidas S5 a S8 de ratones Gopc-/- fue 
notablemente más tenue en las espermátidas de los ratones C57BL/6 
(Fig. 33F y G). 
 
La región acrosómica de ambos tipos de ratones analizados mostró 
marcaje similar de sp56, desde S2 hasta S10. Pero las espermátidas 
S14 y S15 de los ratones knockout mostraron mayor marcaje que en los 
individuos silvestres (Fig. 33E y F). 
Resultados Análisis de distribución de proteínas acrosómicas en Gopc-/- 
 
 
96 
 
Figura 33. Inmunohistoquímica para microscopía óptica de sp56 en 
ratones C57BL/6 y Gopc-/-. La localización de sp56 se observa de color 
marrón en los acrosomas y citoplasma de las células espermatogénicas. 
SG: espermatogonia, SL: espermatocito en leptoteno, SP: espermatocito en 
paquiteno, St: estadios, S1-S16: tipo de espermátida. Barra: 10µm. 
 
A continuación, se realizó inmunohistoquímica para TEM con el fin 
de analizar la localización intracelular de sp56 en las espermátidas 
redondas y en elongación. Se ha podido determinar que todas las 
células espermiogénicas tanto de ratones C57BL/6 (Fig. 34) como de 
Gopc-/- (Fig. 35) mostraron marcaje de sp56 en el citoplasma, tanto en la 
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región del aparato de Golgi, como distribuido por el resto del 
citoplasma. 
 
Figura 34. Inmunohistoquímica para TEM de sp56 en espermátidas 
redondas y alargadas de ratones C57BL/6. sp56 se localiza en el 
citoplasma (círculos naranjas), en el acrosoma (círculos verdes) y en 
manchette y flagelo (círculos azules) de las espermátidas. A) espermátida 
tipo 1, B) espermátida tipo 5, C) espermátida tipo 9, D) espermátida tipo 
13, E) espermátida tipo 15. Ac: acrosoma, M: manchette, N: núcleo, S1-
S16: tipo de espermátida, Barra: 1µm. 
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Figura 35. Inmunohistoquímica para TEM de sp56 en espermátidas 
redondas y alargadas de ratones Gopc-/-. sp56 se localiza en el 
citoplasma (círculos naranjas), en el acrosoma (círculos verdes) y en 
manchette y flagelo (círculos azules) de las espermátidas. A) espermátida 
tipo 1, B) espermátida tipo 5, C) espermátida tipo 9, D) espermátida tipo 
13, E) espermátida tipo 15. M: manchette, N: núcleo, pAc: 
pseudoacrosoma, S1-S16: tipo de espermátida. Barra: 1µm. 
 
La localización de sp56 en la región acrosómica de las espermátidas 
redondas fue similar en ambos tipos de epitelios. A partir de la 
espermátida tipo 13 sp56 fue más abundante en la espermiogénesis de 
Gopc-/- (Fig. 35D y E) que en la de genotipo silvestre (Fig. 34D y E). 
Estos resultados confirman los obtenidos con la inmunohistoquímica 
mediante microscopía óptica (Fig. 33E y F). 
 
2.2.2. Análisis de la variación de la expresión de sp56 
 
Para determinar la diferencia de expresión de la proteína sp56 entre 
los ratones C57BL/6 y Gopc-/-, se realizaron dos tipos de análisis, 
Western Blot y un análisis estadístico del recuento del número de 
partículas de oro observadas con TEM por tipo celular, que fueron 
relativizadas al área de los citoplasmas y región acrosómica. 
 
La detección de la proteína por Western Blot localizó la proteína sp56 
en extractos proteicos de testículos enteros de ambas muestras de 
ratones, a una altura de 65KDa y sin diferencias apreciables entre las 
muestras analizadas (Fig. 36). 
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Figura 36. Western Blot de sp56 en muestra de testículos de ratones 
C57BL/6 y Gopc-/-. Se observan bandas a 65KDa. Se utilizó α-tubulin 
como control interno. 
 
No obstante, el recuento de las partículas de oro permitió hacer un 
análisis más fino de la distribución de la proteína a lo largo de la 
espermatogénesis, al igual que permitió determinar las diferencias en la 
expresión de sp56. 
 
Al analizar la distribución acrosómica, no se encontraron diferencias 
de expresión de sp56 en los diferentes tipos de espermátidas de los 
ratones Gopc-/-. Por su parte, entre los ratones C57BL/6 y Gopc-/- sólo 
se observaron diferencias significativas entre las células del tipo S15, 
donde la expresión de sp56 era mayor en los ratones knockout (Gráf. 6).  
Gráfica 6. Comparación del recuento de partículas de oro por área de 
acrosoma en células de la línea espermatogénica de ratones 
C57BL/6 y Gopc-/- para sp56. (*) p<0.05, ANOVA de dos factores con el 
test post-hoc de Bonferroni. 
 
La expresión de sp56 en los citoplasmas de ratones C57BL/6 se 
mantuvo constante durante toda la espermiogénesis, excepto entre los 
tipos S5 a S9 donde sufrió una bajada significativa (p<0,05). Sin 
embargo, en los ratones knockout mostraron un aumento de la 
expresión de sp56 altamente significativo (p<0,01) entre los tipos S5 a 
S13 (Gráf. 7). 
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Gráfica 7. Recuento de partículas de oro por área de citoplasma en 
células de la línea espermiogénica para sp56. A) C57BL/6 y B) Gopc-/-. 
(*) p<0.05 y (**) p<0.01, Kruskal-Wallis con post-hoc de Dunn. 
 
Al comparar la concentración de sp56 en los citoplasmas de las 
espermátidas entre los dos tipos de ratones, se observó que en los 
ratones knockout, por un lado en las espermátidas de tipo S5 había una 
bajada significativa del número de oro por área de citoplasma (p<0,05), 
mientras que en las espermátidas S15 había un incremento significativo 
(p<0,05) (Gráf. 8). 
 
Gráfica 8. Comparación del recuento de partículas de oro por área de 
citoplasma en células de la línea espermatogénica de ratones 
C57BL/6 y Gopc-/- para sp56. (*) p<0.05, ANOVA de dos factores con el 
test post-hoc de Bonferroni. 
 
También se analizó la expresión génica de Sp56 y los resultados 
obtenidos con la RT-qPCR mostraron que la expresión relativa de mRNA 
en ratones knockout era doce veces mayor (12,67± 0,8609) que en 
ratones de genotipo silvestre (Gráf. 9). 
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Gráfica 9. Variación de la expresión 
relativa (mRNA) de Sp56 entre 
muestras de ratones C57BL/6 y 
Gopc-/-. Se encuentra representada la 
comparación entre las expresiones 
relativas obtenidas mediante el 
método 2-ΔCT. (***) p<0.001, U de 
Mann-Whitney. 
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3. ANÁLISIS HISTOLÓGICO DEL EPITELIO SEMINÍFERO DE 
RATONES TRAS MICROINYECCIÓN INTRATESTICULAR DE 
ANTI-GOPC 
 
En este trabajo se ha microinyectado en ratones C57BL/6 un 
anticuerpo anti-GOPC directamente en los túbulos seminíferos a través 
de los conductos eferentes que conectan el testículo con el epidídimo, 
con el fin de bloquear la proteína GOPC en la espermiogénesis in vivo. 
La microinyección intratesticular del anticuerpo anti-GOPC ha 
producido modificaciones en la espermiogénesis, que a continuación se 
analizarán. 
 
El primer examen al microscopio óptico del epitelio seminífero de los 
ratones a los que se había microinyectado el anticuerpo anti-GOPC 
mostró en algunos de los túbulos un epitelio bastante roto, de manera 
que algunas de las espermátidas no aparecían en su compartimento 
habitual. Las células, tanto las germinales como las somáticas, de los 
túbulos con buena estructura se encontraban situadas en su 
compartimiento correspondiente, siendo este basal o adluminal.  
 
Las espermatogonias y los espermatocitos primarios mostraron una 
morfología normal, de igual manera que lo observado en los ratones 
knockout. Las espermátidas en espermiogénesis tenían una morfología 
irregular, similar a lo encontrado en los ratones Gopc-/-, aunque sí se 
observaron diferencias entre los tipos de ratones, que se van a analizar 
a continuación. 
 
Los núcleos de las espermátidas en los ratones microinyectados eran 
más grandes e incluso se localizaron algunas células que estaban 
elongándose, de manera similar a lo que ocurre en ratones silvestres. 
Por este motivo, se observaron espermátidas entre los tipos S13 a S16 
con morfología variada, tanto alargadas como con forma globular cerca 
de la luz de los túbulos seminíferos. Sin embargo, en los túbulos 
seminíferos entre estadios I a V, se observó menor número de 
espermátidas de los tipos S13 a S16, en comparación con los ratones 
Gopc-/-, y en algunos túbulos no se observó ninguna espermátida, ni 
globozoospérmica ni alargada. 
 
A continuación, se realizará un análisis de la biogénesis del acrosoma 
en la espermatogénesis de ratones Gopc-/- y anti-GOPC, y se detallarán 
las diferencias durante la espermiogénesis entre ratones Gopc-/- y 
ratones con el anticuerpo anti-GOPC. 
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3.1. Tinción del Ácido Peryódico-Schiff 
 
Con la tinción PAS se localizaron dos regiones PAS positivas: la 
región acrosómica y la membrana basal. Así, en la región acrosómica, 
tanto de ratones microinyectados como de los knockout, se localizaron 
vesículas de color rosa. Esta región marcada corresponde a los 
pseudoacrosomas (Fig. 37).  
 
Figura 37. Tinción PAS de la espermiogénesis de ratones Gopc-/- y 
ratones tras microinyección intratesticular de anti-GOPC. Se obtuvo 
marcaje PAS positivo (rosa) en la región acrosómica y en la membrana 
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basal. Contraste con hematoxilina para visualizar los núcleos (azul). SD: 
espermatocito en diploteno, SL: espermatocito en leptoteno, SP: 
espermatocito en paquiteno, St: estadios, SZ: espermatocito en zigoteno, 
S2º: espermatocito secundario, S1-S16: tipo de espermátida. Barra: 5µm.  
 
Igualmente, con esta tinción se ha podido observar mediante 
microscopía óptica que la estructura histológica del epitelio seminífero 
al que se ha microinyectado anti-GOPC durante la espermiogénesis (St 
IX-XII) presentaba una morfología muy similar que el de ratones Gopc-/- 
(Fig. 37). Las espermátidas en proceso de elongación en ambos tipos de 
ratones tenían una estructura irregular semejante, pero algunas de las 
espermátidas entre los tipos S11-S16 en los ratones anti-GOPC tenían 
morfología alargada (Fig. 37G y H).  
 
3.2. Distribución de proteínas acrosómicas  
 
La localización mediante inmunohistoquímica, de las proteínas 
acrosómicas ACR (proacrosina), GCNF y sp56, permitió analizar la 
biogénesis del acrosoma en ratones tras microinyección intratesticular 
de anti-GOPC. Los resultados se compararon con los obtenidos en 
ratones Gopc-/-, descritos en el punto anterior.  
 
Los estadios V y VIII son representativos de las fases de casquete y 
acrosómica de la biogénesis del acrosoma. Algunas de las espermátidas 
en estos estadios mostraron acrosomas con forma muy irregular (Fig. 
38). Algunos de los acrosomas en el estadio V del ciclo del túbulo 
seminífero de ratones tras la microinyección intratesticular fueron 
semejantes a los Gopc-/- (Fig. 38A, B, C y detalles), aunque otros fueron 
similares a los de ratones silvestres. Estas dos morfologías diferentes de 
acrosomas se observaron en células de un mismo túbulo seminífero. 
 
Respecto a las proteínas estudiadas, su localización en los acrosomas 
de las espermátidas S5 con anti-GOPC fue similar que lo observado en 
el epitelio de ratones knockout (Fig. 38A, C, E y detalles). No obstante, 
las espermátidas S15 en ratones tras microinyección no se pudieron 
comparar con las del epitelio de Gopc-/- ya que en muchos de los 
túbulos no se encontraron representadas.  
 
También se observó que los acrosomas de algunas espermátidas tipo 
S8 de ratones tratados con anti-GOPC, se encontraban recubriendo 
solo una pequeña parte de la región anterior del núcleo, mientras que 
en ratones silvestres estaban recubriendo toda la región anterior del 
núcleo (Fig. 38B). La morfología que mostraban era la de vesículas sin 
Análisis histológico de ratones tras microinyección  Resultados 
 
 
105 
 
fusionar que se extendían por toda la región perinuclear (Fig. 38D y F). 
Otras espermátidas sí presentaban la morfología de pseudoacrosoma de 
Gopc-/- (Fig. 38B, F y detalles). 
 
Figura 38. Inmunohistoquímicas para microscopía óptica de 
proteínas acrosómicas en ratones tras microinyección 
intratesticular de anti-GOPC. La localización de las proteínas 
acrosómicas se observa de color marrón en las células espermatogénicas. 
Los detalles en cada fotografía corresponden a una espermátida 
globozoospérmica del estadio observado. SG: espermatogonia, SL: 
espermatocito en leptoteno, SP: espermatocito en paquiteno, St: estadios, 
S5-S15: tipo de espermátida. Barra: 5µm. 
 
A continuación se analizarán las diferencias y similitudes en cuanto 
a la morfología de las células durante la espermiogénesis de ratones 
Gopc-/- respecto a ratones con anti-GOPC. 
 
La inmunohistoquímica de GCNF mostró que algunos 
pseudoacrosomas del estadio IX de ratones tratados con anti-GOPC 
presentaron una estructura similar a los de ratones Gopc-/-, al igual que 
la forma nuclear sin elongar (Fig. 39A y B).  
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Figura 39. Inmunohistoquímica para microscopía óptica de GCNF de 
la espermiogénesis de ratones Gopc-/- y tras microinyección 
intratesticular de anti-GOPC. La localización de GCNF se visualiza de 
color marrón en los pseudoacrosomas de las células espermiogénicas. SD: 
espermatocito en diploteno, SL: espermatocito en leptoteno, SP: 
espermatocito en paquiteno, St: estadios, SZ: espermatocito en zigoteno, 
S2º: espermatocito secundario, S1-S16: tipo de espermátida. Barra: 5µm.  
 
La forma nuclear y la morfología del pseudoacrosoma de las 
espermátidas S11 y S12 de anti-GOPC fueron alargadas, similares a los 
de ratones con genotipo silvestre (Fig. 39D-F). La distribución de GCNF 
durante toda la espermiogénesis fue diferente en ratones knockout y con 
microinyección intratesticular de anti-GOPC ya que no se pudo 
observar la morfología del pseudoacrosoma de ratones Gopc-/- mediante 
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esta técnica (Fig. 39A, C y E). Los pseudoacrosomas de ratones con 
anti-GOPC tenían una morfología alargada en las células S9 pero en los 
tipos S11 y S12 su morfología se observó mayoritariamente fue redonda 
(Fig. 39D y F). 
 
Respecto a sp56, se pudo observar que algunos pseudoacrosomas del 
estadio IX de ratones tratados con anti-GOPC presentaron una 
estructura semejante a los de ratones Gopc-/-, al igual que la forma 
nuclear sin elongar (Fig. 40A y B).  
 
Figura 40. Inmunohistoquímica para microscopía óptica de sp56 en 
la espermiogénesis de ratones Gopc-/- y con microinyección 
intratesticular de anti-GOPC. La localización de sp56 se visualiza de 
color marrón en los acrosomas y citoplasma de las células 
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espermiogénicas. SD: espermatocito en diploteno, SL: espermatocito en 
leptoteno, SP: espermatocito en paquiteno, St: estadios, SZ: espermatocito 
en zigoteno, S2º: espermatocito secundario, S1-S16: tipo de espermátida. 
Barra: 5µm. 
 
En cuanto a las espermátidas S11 y S12 de ratones microinyectados 
con anti-GOPC, el núcleo era alargado pero la morfología del 
pseudoacrosoma fue similar a la de las espermátidas S11 y S12 
globozoospérmicas (Fig. 40 C-F). Por otro lado, la distribución de sp56 
durante toda la espermiogénesis fue similar en ratones knockout y con 
microinyección intratesticular de anti-GOPC, donde hubo marcaje, 
tanto en los pseudoacrosomas como en el citoplasma de las 
espermátidas S9 a S12. No obstante, este fue mayor en los 
pseudoacrosomas de las espermátidas de los ratones Gopc-/- (Fig. 40A, 
C y E). 
 
Con el objetivo de entender cuales podían ser los fallos en el proceso 
de elongación del núcleo y del acrosoma en los ratones a los que se 
hubo microinyectado intratesticularmente de anti-GOPC, se analizó la 
ultraestructura del epitelio seminífero a nivel de TEM.  
 
3.3. Análisis ultraestructural de la espermiogénesis 
 
Los cortes histológicos semifinos en epon teñidos con Azul de 
Toludina mostraron que los túbulos seminíferos en estadio VIII estaban 
conformados por células del tipo S8 y S9 semejantes a las del epitelio 
de ratones globozoospérmicos, confirmando los resultados previos 
analizados e las inmunohistoquímicas (Fig. 41A y B). 
 
Figura 41. Secciones semifinas de testículos de ratones tras 
microinyección intratesticular de anti-GOPC teñidas con Azul de 
Toludina. Se observan las espermátidas de tipo S8 y S9 con núcleos 
grandes e irregulares. SL: espermatocito en leptoteno, SP: espermatocito en 
paquiteno, St: estadios, S1-S16: tipo de espermátida. Barra: 5µm. 
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En los siguientes estadios de la espermiogénesis, de igual manera, se 
observó, en un mismo túbulo seminífero en estadio XI, algunas 
espermátidas con morfología alargada, similares a las de genotipo 
silvestre, mientras que otras con el núcleo más grande y menor nivel de 
condensación (Fig. 42A). Asimismo, se visualizó que en distinto túbulo 
de igual estadio había espermátidas con distinto grado de elongación 
(Fig. 42B). 
Figura 42. Secciones semifinas de testículos de ratones tras 
microinyección intratesticular de anti-GOPC teñidas con Azul de 
Toludina. A) Túbulo seminífero compuesto de espermátidas S11 con 
distinto grado de condensación de la cromatina. B) En el túbulo 
seminífero de la izquierda se observan las espermátidas de tipo S12 con 
los núcleos grandes y menos condensados que en las espermátidas del 
mismo estadio en el túbulo de la derecha. SD: espermatocito en diploteno, 
Sm: espermatocito en división, St: estadios, SZ: espermatocito en zigoteno, 
S1-S16: tipo de espermátida. Barra: 5µm. 
 
Debido a esta diversidad en cuanto a la morfología de las 
espermátidas en los túbulos, se seleccionaron para su análisis al TEM 
los que presentaban una morfología semejante al globozoospérmico. 
 
El tamaño de los núcleos de las espermátidas en espermiogénesis 
con la morfología irregular anteriormente señalada, fue mayor que los 
núcleos de estos tipos celulares en el epitelio de Gopc-/-. Esta diferencia 
era evidente ya que el grado de condensación de los núcleos no 
correspondía con el estadio del ciclo del túbulo seminífero en el que se 
encontraba el epitelio (Fig. 43). 
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Figura 43. Ultraestructura de espermátidas de ratones tras 
microinyección intratesticular de anti-GOPC. Se observa que la 
estructura de los núcleos de las espermátidas de los tipos S10, S11 y 
S12 es muy semejante entre sí. Algunas de las espermátidas presentan 
los acrosomas con morfología irregular. Ac: acrosoma, M: manchette, N: 
núcleo, S: tipo de espermátida. Barra: 1µm. 
 
En relación con los acrosomas, se observó que tenían una morfología 
diferente tanto a ratones silvestres como a knockout, con una 
estructura alargada, semejante a el genotipo silvestre, y el gránulo 
acrosómico aún muy condensado, más típico en ratones Gopc-/- (Fig. 
43). 
 
Los acroplaxomas de algunas de las espermátidas en elongación 
aparecían algo separados de los núcleos por las invaginaciones que 
estos presentaron (Fig.44 y Fig. 45C). 
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Figura 44. Ultraestructura de espermátidas del tipo S9 de ratones 
con microinyección intratesticular de anti-GOPC. Se observan los 
acrosomas elongados e irregulares y los núcleos con invaginaciones no 
habituales. Ac: acrosoma, M: manchette, N: núcleo.. Barra: 1µm. 
 
Por último, la manchette también se visualizó deslocalizada en 
algunas de las espermátidas en elongación (Fig. 45) de manera similar a 
lo observado en las espermátidas globozoospérmicas (Fig. 45). 
 
Figura 45. Ultraestructura de la manchette y acroplaxoma en 
espermátidas en espermiogénesis de ratones tras microinyección 
intratesticular de anti-GOPC. Se observan manchettes mal localizados 
(A y B). El acrosoma y acroplaxoma en la espermátida S16 presentan 
morfología irregular, al igual que el núcleo (C) Ac: acrosoma, M: 
manchette, N: núcleo, S: tipo de espermátida. Barra: 1µm. 
 
En conclusión, según nuestro análisis, no todas las células 
espermiogénicas presentaban una morfología similar a la 
globozoospérmica. Las similitudes en cuanto a la morfología de los 
pseudoacrosomas entre ratones tras microinyección intratesticular y los 
ratones Gopc-/- fueron más evidentes cuando se observaron mediante 
microscopia óptica. Por otro lado, con el TEM se observó la localización 
errónea de la manchette, similar a la observada en las espermátidas 
globozoospérmicas, al igual que la separación de algunos acroplaxomas 
de los núcleos de ratones tras microinyección intratesticular de anti-
GOPC. 
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Actualmente, la infertilidad es un problema que afecta al 10-15% de 
las parejas (Matzuk y Lamb, 2002) y muchas acuden a las clínicas de 
reproducción asistida debido a la incapacidad de concebir de manera 
natural. Más del 50% de los casos de infertilidad en las parejas son 
debidos a problemas de fertilidad del varón (Massartet al., 2012), por lo 
que su estudio es importante. El estudio de la infertilidad masculina 
tiene como objetivo principal el conocimiento de las bases metabólicas 
de este proceso tan complejo para poder entender y poner un remedio a 
esta alteración, pero también es interesante para proponer un método 
de anticoncepción masculino que sea duradero y reversible. De hecho, 
en las parejas los métodos de anticoncepción duraderos y reversibles 
son utilizados por las mujeres, lo que deja un vacío que puede ser 
llenado por el descubrimiento de nuevos métodos de anticoncepción 
masculinos. 
 
La formación de los espermatozoides es un proceso complejo, en el 
que, tras una división reduccional del material genético, hay un proceso 
de diferenciación celular que conlleva grandes cambios estructurales de 
las células germinales masculinas. Este proceso está altamente 
controlado por la expresión de genes específicos, entre los que se 
encuentran Gja1, mHR23B, HSP70-2, Cor1, Dazl, Tnp2, STAT4, 
SPATA16, Csnk2a2, Hrb, Gopc, entre otros muchos (Toshimori et al., 
2004; Massart et al., 2012; Chalmel et al., 2012; Coutton et al., 2015). La 
mutación o la no expresión de estos genes provoca infertilidad 
masculina, por malformaciones de los espermatozoides, 
espermatozoides con poca motilidad o escasa producción del gameto 
masculino (Liska, 2003). Una de las malformaciones de los 
espermatozoides es la globozoospermia, un tipo de alteración genética 
que se caracteriza por la forma globular de las cabezas de los 
espermatozoides maduros (Schirren et al. 1971).  
 
En este trabajo hemos analizado la espermatogénesis de ratones 
knockout del gen Gopc, que producen espermatozoides 
globozoospérmicos. Para ello se ha estudiado la localización de las 
proteínas acrosómicas Acrosina, GCNF y sp56, que nos han permitido 
analizar la formación errónea del acrosoma y el transporte proteico 
intracelular durante la formación del espermatozoide globozoospérmico. 
También nos ha permitido indagar en la acción de GOPC en la 
espermiogénesis, lo que nos da pie a sugerir que la ausencia de GOPC 
provoca la desorganización de la red trans-Golgi, que parece inducir el 
fallo en el transporte de las vesículas pre-acrosómicas hacia la región 
perinuclear. Este hecho impide la fusión de las vesículas pre-
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acrosómicas y produce la deslocalización del complejo acrosoma-
acroplaxoma-manchette. 
 
Por otro lado, hemos comparado la expresión génica y la 
concentración de las proteínas acrosómicas entre los ratones C57BL/6 
y Gopc-/-. Nuestros resultados nos han mostrado diferencias en la 
concentración de estas proteínas durante la espermatogénesis de 
C57BL/6 y Gopc-/-, en varias estructuras celulares. Así, hay mayor 
expresión proteica de GCNF en el núcleo, manchette y pseudoacrosoma 
de las células en espermiogénesis de los ratones Gopc-/- que en las 
mismas estructuras de los ratones con genotipo silvestre. Por su parte, 
la localización de la proteína sp56 en la espermatogénesis es exclusiva 
de las células haploides, situada tanto en los acrosomas en formación 
como en los citoplasmas de las espermátidas. 
 
Como ya se ha comentado, el estudio de las funciones de los genes 
espermáticos son los que han permitido que se tenga un conocimiento 
sobre las causas de la infertilidad masculina. Sin embargo, los modelos 
experimentales murinos utilizados suelen conllevar problemas de 
natalidad y fecundidad (O´Bryan y de Kretser, 2006). Por este motivo, la 
obtención de otros modelos de estudio, como por ejemplo, mediante el 
bloqueo directo de la función proteica en el órgano de estudio a través 
de la microinyección de anticuerpos específicos, puede ser un modelo 
sustitutorio de los ratones knockout. Así, en este estudio se ha utilizado 
esta técnica para bloquear la proteína GOPC en la espermatogénesis in 
vivo de ratones con genotipo silvestre, y se han observado los fallos 
propios de una espermatogénesis globozoospérmica. 
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1. LA ESPERMATOGÉNESIS EN RATONES GOPC-/- 
 
En las células germinales masculinas la proteína GOPC está 
localizada en la región trans-Golgi y actúa durante el transporte de las 
vesículas pre-acrosómicas desde el aparato de Golgi hacia la región 
perinuclear, donde se encuentra el acrosoma en formación. Esta 
proteína se ha localizado en un principio en la región perinuclear y en el 
citoplasma de los espermatocitos secundarios, en las espermátidas 
redondas en la región del acrosoma en formación, y finalmente en los 
restos citoplasmáticos de las espermátidas alargadas, eliminados 
durante la elongación de la cabeza (Yao et al., 2002). 
 
En este trabajo, con la tinción PAS se observó marcaje de las 
glicoproteínas acrosómicas en todas las espermátidas de los ratones de 
genotipo silvestre. Aunque el acrosoma está ausente en las 
espermátidas de los ratones Gopc-/-, también se observó teñida la región 
perinuclear de las espermátidas entre los tipos S3 a S13 de ratones 
knockout ya que sí se produce la formación de las vesículas pre-
acrosómicas. No obstante, estas no llegan a fusionarse y forman 
pseudoacrosomas (Ito et al., 2004; Kierszenbaum et al. 2004; Chemes y 
Álvarez-Sedo, 2012). Entre las espermátidas S14 al S16 fue muy difícil 
ver la tinción PAS positiva de los pseudoacrosomas, debido a que hay 
glicoconjugados como la Galactosa, la Manosa y la Fucosa que no se 
encuentran en los ratones Gopc-/- y sí, sin embargo, en los acrosomas 
de los animales silvestres. Asimismo, la concentración de N-Acetil-
Glucosamina, Ácido Siálico y N-Acetil-Galactosamina es menor en los 
ratones Gopc-/- que en los ratones de genotipo silvestre (Martinez de 
Ubago et al., 2013). 
 
La inmunolocalización de la Proacrosina en las espermátidas entre 
los tipos S3 a S10 nos ha proporcionado otro método de estudio de las 
diferencias en la formación y elongación de los acrosomas en los 
ratones Gopc-/-. La Acrosina es una proteasa del tipo de las serinas, 
cuya función es la de romper la zona pelúcida del oocito (Nayernia et al., 
1994). En el epitelio globozoospérmico hemos observado que los 
acrosomas de las espermátidas de tipo S5 a S13 no cubren la parte 
frontal perinuclear debido a que la vesícula acrosómica no se ha 
alargado (Yao et al., 2002), diferencia notable respecto a los acrosomas de 
ratones de genotipo silvestre. Es de suponer que estas diferencias entre 
los dos tipos de ratones se mantengan también durante la 
espermiogénesis, pero no se observa marcaje de Proacrosina ni en los 
epitelios seminíferos de ratones con genotipo silvestre ni en los 
globozoospérmicos, debido a que esta proteína está situada en la parte 
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anterior de la IAM y en poca concentración (Ferrer et al., 2012). A pesar 
de que está descrito que la Proacrosina se sintetiza desde la fase de 
paquiteno de la meiosis I, y durante la espermatogénesis se incrementa 
gradualmente su cantidad en el acrosoma (Escalier et al., 1991), nosotros 
no la localizamos en esta etapa de la espermatogénesis. 
 
La biogénesis del acrosoma tiene lugar en las espermátidas redondas. 
Comienza en la fase de Golgi, cuando las vesículas pre-acrosómicas, 
previamente formadas, migran hasta la parte anterior del núcleo donde 
se fusionan y se anclan al acroplaxoma. La formación de vesículas por 
parte del aparato de Golgi es constante hasta la espermátida del tipo 12 
(Anakweet al., 1991).  
 
GOPC está localizada en la red trans-Golgi e interacciona con la proteína syntaxina-6, de la familia de proteínas SNARE, por lo que es de 
suponer que interviene en el tráfico vesicular y en la fusión entre 
membranas de vesículas (Moreno et al., 2000b; Chares et al. 2001). De esta 
manera, cuando GOPC no es funcional el transporte desde el aparato de 
Golgi y la posterior fusión de las vesículas pre-acrosómicas no se 
produce, lo que induce la deslocalización de la manchette, que no se 
une al acrosoma. Este hecho desencadena la incorrecta elongación de la 
cabeza de la espermátida. En el modelo murino Hrb-/- estos eventos 
también se producen (Kierszenbaum et al., 2004). 
 
No obstante, nosotros sugerimos que la incorrecta elongación de la 
cabeza de la espermátida podría iniciarse antes debido a una previa 
desorganización en el transporte vesicular de la red trans-Golgi, al igual 
que sugieren Funaki et al. (2013) en su modelo murino 
globozoospérmico knockout de la proteína SMAP2. En el caso de los 
ratones Smap2-/- la falta de fusión de las vesículas pre-acrosómicas y la 
posterior deslocalización de la manchette serían consecuencia de la 
desorganización de la red trans-Golgi. 
 
El transporte de las vesículas pre-acrosómicas desde el aparato de 
Golgi hasta la parte anterior del núcleo se produce mediante las 
proteínas motoras kinesina y dineína a través de los microtúbulos. 
También la proteína miosina-Va forma parte del transporte de las 
vesículas por los filamentos de actina, y gracias a la interacción con su 
receptor Rab27a/b, localizado en el acroplaxoma, ayuda a anclar las 
vesículas a la parte anterior del núcleo (Seabra et al., 2002; Yang y Sperry, 
2003; Ito et al., 2004; Kierszenbaum y Tres, 2004; Hayasaka et al., 2008; 
Harris y Littleton, 2011). Sin embargo, aunque se han sugerido varias 
vías de transporte de las vesículas pre-acrosómicas hasta el 
acroplaxoma, es posible que GOPC tenga un papel importante de 
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interacción con las proteínas de transporte. En los ratones Gopc-/- los 
filamentos de actina presentes entre el aparato de Golgi y la región 
perinuclear están, al igual que la manchette, mal distribuidos y 
desorganizados (Ito et al., 2004). Por este motivo, es posible que el 
transporte de las vesículas pre-acrosómicas esté afectado, debido a que 
GOPC pueda interaccionar con la miosina-Va de alguna forma aún sin 
dilucidar. Esta interacción podría realizarse mediante sus motivos 
coiled-coil o el dominio PDZ que le proporciona la capacidad de unirse a 
otras proteínas (Chares et al., 2001; Cheng et al., 2002; Cheng et al., 2004, 
Mendes y Kodaek, 2011).  
 
La ultraestructura de los espermatozoides globozoospérmicos, 
ampliamente estudiada en la bibliografía, involucra la malformación del 
acrosoma, lenta condensación de la cromatina, malformación de las 
estructuras citoesqueléticas como el acroplaxoma, manchette y 
axonema, desorganización de las mitocondrias en la pieza media del 
flagelo y flagelos con morfología espiral (Escalier, 1990; Yao et al., 2002; Ito 
et al., 2004; Suzuki-Toyota et al., 2004; Ito et al., 2009). Las espermátidas 
globozoospérmicas que hemos observado al TEM presentaron las 
malformaciones ya descritas en la bibliografía, de las cuales las más 
evidentes fueron la presencia de vesículas pre-acrosómicas sin fusionar 
y la desorganización de la manchette. Los microtúbulos de la manchette, 
que deberían estar orientados hacia el centrosoma (Kierszenbaum y Tres, 
2004), se encontraron localizados ectópicamente y algunos estaban 
invaginados en el núcleo, de manera similar a lo descrito por Ito et al. 
(2004). Así, es posible que GOPC pueda realizar también alguna función 
de forma indirecta, relacionada con la polaridad celular durante la 
formación de la manchette (Ito et al., 2004), puesto que GOPC también 
interactúa con la familia proteica Frizzled (frizzled 5 y frizzled 8) que 
proporciona polaridad a las células en desarrollo (Yao et al., 2001). Si la 
polaridad celular está afectada, se podría sugerir que también lo está la 
formación de los microtúbulos orientados hacia el centrosoma de la 
manchette desde el MTOC. En la bibliografía existe bastante 
controversia sobre el MTOC de la manchette ya que se ha sugerido que 
los microtúbulos de esta estructura se polimerizan desde el anillo 
perinuclear (Wolosewick y Bryan, 1977; Russell et al., 1991; Moreno y 
Schatten, 2000), y no desde el centrosoma, estructura compuesta por 
subunidades de γ-tubulina. Incluso la proteína Centrobina ha sido 
localizada en el acroplaxoma, anillo marginal, manchette y centrosoma 
durante la espermiogénesis (Liska et al., 2009), y en el citosol (Shinet al., 
2015). Siguiendo esta línea, se puede sugerir que la localización errónea 
de los microtúbulos de la manchette sea debida a que el anillo 
perinuclear no se encuentra ni bien formado ni bien localizado.Por este 
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motivo el resto de los microtúbulos que forman la manchette no se 
polimerizan desde la región perinuclear, sino que están localizados 
ectópicamente en el citoplasma ya que hay más factores que inducen su 
polimerización. 
 
Igualmente, la ausencia de GOPC parece que induce la incorrecta 
formación del acroplaxoma y la región post-acrosómica de la teca 
perinuclear, dado que, como ya se ha comentado, la elongación de las 
espermátidas alargadas se produce gracias a un conjunto de factores 
que parecen involucrar al acrosoma, al acroplaxoma y a la manchette 
(Kierszenbaum et al., 2003; Kierszenbaum et al., 2004; Suzuki-Toyota et al., 
2004; Ito et al., 2009). 
 
En resumen, GOPC actúa en el transporte de las vesículas pre-
acrosómicas hasta el acroplaxoma, lo que permite la fusión entre ellas. 
Sin embargo, cuando GOPC está ausente, este transporte no se 
produce, aunque el resto de proteínas de transporte de vesículas y 
proteínas sea funcional. Esto sugiere que GOPC puede tener un papel 
muy importante durante el tráfico vesicular en la red trans-Golgi, antes 
de actuar en el transporte de vesículas hacia la región acrosómica. 
También, al actuar de forma indirecta en la polaridad de la 
espermátida, pueden provocar que la célula no se alargue de la manera 
habitual debido a errores inducidos por la localización incorrecta del 
complejo acrosoma-acroplaxoma-manchette. 
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2. DISTRIBUCIÓN Y EXPRESIÓN DE GCNF EN LA 
ESPERMIOGÉNESIS 
 
Gcnf es un represor de algunos genes, como Oct4, factor de 
transcripción requerido para mantener la pluripotencia en células 
madre. GCNF reprime la expresión de Oct4 mediante su unión al motivo 
DR0 ubicado dentro del promotor de Oct4 (Fuhrmannet al., 2001; Guet al., 
2011; Weikumet al., 2016). En estudios con análisis mediante RT-PCR, 
Western Blot e inmunohistoquímica para microscopía óptica, GCNF se 
ha localizado desde los espermatocitos en paquiteno hasta las 
espermátidas del tipo S10, y se ha visto como luego la cantidad de 
proteína disminuye (Yang et al., 2003). Otros trabajos han confirmado 
que los niveles más altos de GCNF se encuentran en las espermátidas 
redondas (Bauer et al., 1998, Lan et al., 2009, Kavarthapu y Dufau, 2015).  
 
Hemos llevado a cabo un estudio de distribución y expresión de 
GCNF en la espermatogénesis en ratones de genotipo silvestre y Gopc-/-. 
Los resultados del análisis mediante inmunohistoquímica para 
microscopía óptica nos han permitido observar la distribución de la 
proteína GCNF en el acrosoma durante su formación. Asimismo, el 
análisis de las inmunohistoquímicas con TEM ha revelado que GCNF se 
localiza en el núcleo, el acrosoma y la manchette de todos los tipos 
celulares de los estadios I, VIII y X del ciclo del túbulo seminífero. 
Nuestros resultados determinan que la expresión de GCNF no es 
exclusiva de las células haploides. 
 
En la espermatogénesis de ratones C57BL/6, la concentración de 
GCNF en el núcleo de espermatogonias y espermatocitos fue constante. 
En la espermiogénesis, la concentración aumentó, como lo descrito 
anteriormente (Yang et al., 2003), alcanzó un máximo en las 
espermátidas alargadas del tipo S13, y recuperó los niveles iniciales al 
final de la espermiogénesis. En el epitelio de los ratones Gopc-/-, 
determinamos una concentración de GCNF en los núcleos de las células 
germinales mayor que en los ratones de genotipo silvestre. Así, la 
concentración de GCNF aumentó en los espermatocitos en leptoteno, 
para luego disminuir en las espermátidas redondas y aumentar 
nuevamente en las espermátidas globozoospérmicas. Igualmente, 
hemos detectado mediante Western Blot que la alta expresión de GCNF 
en ratones Gopc-/-se relaciona con una menor expresión de Oct4, al 
igual que la represión de la transcripción de los genes Protamina 1 y 
Protamina 2, necesarios para condensación de la cromatina (Yan et al., 
1997; Hummelke y Cooney, 2001). 
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Por estos motivos, podemos deducir que los niveles altos de 
concentración de GCNF encontrados en los núcleos de las células en 
espermiogénesis de los ratones knockout podrían estar relacionados de 
alguna manera con el proceso de condensación de la cromatina. Las 
espermátidas globozoospérmicas al tener el proceso de elongación 
defectuoso, la condensación de la cromatina se produce de manera poco 
eficaz, lo que induciría la expresión continua de Gcnf.  
 
También hemos localizado GCNF en el acrosoma y en la manchette. 
En lo referente a los acrosomas y pseudoacrosomas, la cuantificación 
de GCNF en ambos tipos de ratones se ha realizado teniendo siempre en 
cuenta que estas dos estructuras tienen morfología bastante diferente. 
Por ese motivo se han relativizado los resultados al área del orgánulo. 
En los acrosomas del epitelio de ratones silvestres la dinámica de 
expresión de GCNF es constante. Además, GCNF se inmunolocalizó en 
la manchette de las espermátidas en elongación, lo que sugiere que hay 
un transporte intramanchette (IMT), y también, aunque en menor 
cantidad, en los flagelos de las espermátidas por lo que parece haber 
algo de transporte intraflagelar (IFT). Se han descrito muchas proteínas 
relacionadas con la manchette (revisadas en Chen et al., 2016), la mayoría 
de ellas realizan funciones de transporte proteico, porque la manchette, 
además de actuar en la elongación de la cabeza de la espermátida, está 
involucrada en el transporte hacia la región posterior y al flagelo en 
formación, al igual que en el transporte núcleo-citoplasmático a través 
de los poros nucleares (Kierszenbaum y Tres, 2004). 
 
Con estos datos podemos sugerir que, durante la espermiogénesis, el 
transporte de GCNF entre el acrosoma, núcleo y manchette están 
conectados. Nos basamos en estudios que han localizado la 
nucleoporina NUP62 asociada a la proteína motora KIFC1 (Yang et al., 
2006; Lehti y Sironen, 2016), localizada en las vesículas derivadas del 
aparato de Golgi hacia el acrosoma (Yang y Sperry, 2003). Por su parte,la 
proteína KIFC1 está regulada por la maquinaria Ran-GTPasa (Yang y 
Sperry, 2003), localizada también en la manchette, y actúa durante el 
transporte núcleo-citoplasmático a través de los complejos del poro de 
la envoltura nuclear (Kierszenbaum, 2002; Kierszenbaum et al., 2002; 
Kierszenbaum et al., 2011). Así, es posible que el transporte de GCNF se 
produzca mediante transporte citoplasmático hacia la región 
perinuclear y hacia la manchette, desde donde entra y sale del núcleo a 
través de los poros nucleares. 
 
En los ratones Gopc-/- la concentración de GCNF en los 
pseudoacrosomas fue sustancialmente mayor respecto a ratones 
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silvestres, con mayor concentración en las espermátidas del tipo S10 y 
S16. También está en mayor concentración en la manchette de las 
células en espermiogénesis, coincidiendo con su pico de concentración 
intranuclear. Este aumento de concentración puede ser debido a que la 
ausencia de GOPC provoca que haya transporte de proteínas por la 
manchette (Kierszenbaum et al., 2003; Hayasaka et al., 2008), y el exceso de 
GCNF sea transportado hasta el proteasoma 26S presente en esta 
estructura (Mochida et al., 2000), para su eliminación. Otra hipótesis es 
que GOPC tenga alguna relación con el IMT de una forma similar a lo 
sugerido por Kierszenbaum et al. (2011) de la proteína GMAP210, 
presente en el aparato de Golgi, que parece interactuar con la proteína 
de transporte intraflagelar IFT88, esencial para la formación del flagelo. 
Cuando estas dos proteínas no están interaccionando, se produce una 
acumulación de la proteína GMAP210 en la manchette. Siguiendo esta 
línea, es posible que GOPC pueda interactuar de alguna forma con las 
proteínas de transporte citoplasmáticas, concretamente, con la miosina-
Va, haciendo que, cuando GOPC no es funcional, el transporte de GCNF 
por los filamentos de actina se vea afectado y se acumule en la 
manchette.  
 
Resumiendo, la localización ultraestructural de GCNF en los ratones 
globozoospérmicos sugiere que la alta concentración de GCNF sea la 
causa de que la condensación de la cromatina esté ralentizada, lo que 
induciría que Gcnf continúe expresándose. Por otro lado, aunque la 
manchette este mal localizada, el transporte IMT no se ve afectado. 
Incluso se encuentra aumentado respecto a las espermátidas de 
genotipo normal, ya que GOPC podría influir en el IMT de una manera 
indirecta. 
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3. DISTRIBUCIÓN Y EXPRESIÓN DE SP56 EN LA 
ESPERMIOGÉNESIS 
 
La proteína sp56 actúa en el reconocimiento de la proteína ZP3 de la 
zona pelúcida del oocito durante la reacción acrosómica (Bleil y 
Wassarman, 1990; Cheng et al., 1994; Bookbinder et al., 1995). Se localiza 
en la matriz del acrosoma (Guyonnetet al., 2012), pero su expresión 
comienza en la fase de paquiteno y continúa durante toda la 
espermiogénesis (Kim et al., 2001). No obstante, también se ha 
caracterizado como parte de la OAM, e incluso asociada a la membrana 
plasmática de los espermatozoides maduros (Cheng et al., 1994; Suzuki-
Toyota et al., 1995; Cohen y Wassarman, 2001) ya que tras la capacitación 
se localiza en la superficie del espermatozoide (Buffone et al., 2008; 
Wassarman, 2009). Cabe destacar que las publicaciones sobre esta 
proteína se centran en su localización en los espermatozoides maduros 
y no tanto en su expresión durante la espermiogénesis. 
 
En este estudio mediante inmunodetección de la proteína sp56 
hemos analizado su localización y distribución mediante microscopía 
óptica y TEM, en el ciclo del túbulo seminífero de ratones C57BL/6 y 
Gopc-/-. Con microscopía óptica, hemos localizado sp56 en el acrosoma 
en formación de todos los tipos de espermátidas. No hemos localizado 
sp56 en las espermatogonias y tampoco en las células en fase de 
meiosis, similar a lo observado por Bookbinder et al. (1995). Sin 
embargo, se ha descrito que la síntesis de sp56 comienza en la fase de 
paquiteno (Kim et al., 2001), lo que difiere con nuestros resultados. Aun 
así, nosotros sugerimos que la expresión de sp56 es exclusiva de las 
células haploides. 
 
En la espermiogénesis de ratones C57BL/6 el análisis 
ultraestructural nos ha permitido observar que la concentración de 
sp56 en los acrosomas de las espermátidas es constante. Sin embargo, 
Kim et al., (2001) mediante Western Blot determinaron que la 
concentración de sp56 aumenta durante la espermatogénesis, hasta 
obtener un pico máximo de concentración en espermatozoides maduros, 
ya que observaron que la mayor concentración de esta proteína se 
encuentra en el extracto proteico de los espermatozoides totalmente 
formados, comparándolo con los extractos de espermátidas redondas y 
alargadas, cuyas cantidades proteicas eran similares. En nuestros 
resultados de Western Blot en extracto total de testículo, observamos 
sp56 a una altura de 65KDa, igual que lo descrito en la bibliografía 
referente a los espermatozoides (Kim et al., 2001; Buffone et al., 2009), sin 
diferencias apreciables entre ambos tipos de ratones. Las diferencias se 
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observaron en la expresión génica, cuantificada mediante análisis de 
RT-qPCR. En el epitelio seminífero de Gopc-/- hay una expresión génica 
mucho mayor que en ratones silvestres. Esto puede ser debido a que, 
como ya se ha comentado en el punto dos de esta Discusión, al estar 
afectada la elongación de la cabeza de la espermátida, la condensación 
poco eficaz de la cromatina puede estar afectando de alguna manera la 
expresión de Sp56. 
 
En los ratones Gopc-/-, hemos observado que la dinámica de 
concentración de sp56 en los pseudoacrosomas es mayor que en los 
acrosomas de ratones de genotipo silvestre, aunque las diferencias 
estadísticas sólo son observables en las espermátidas S15. También con 
microscopía óptica hemos observado sp56 en el citoplasma de las 
espermátidas entre los tipos S1 a S11 de ratones C57BL/6, pero desde 
los tipos S12 a S16, su localización ha sido exclusiva del acrosoma de 
las espermátidas alargadas. No obstante, el análisis ultraestructural ha 
revelado que sp56 también se localiza en el citoplasma de las 
espermátidas alargadas, aunque en menor concentración que en las 
espermátidas redondas. Hay que destacar que no hemos observado esta 
proteína en la manchette de las espermátidas en elongación en ninguno 
de los dos tipos de ratones. 
 
El análisis de los citoplasmas de las espermátidas de ratones 
silvestres ha revelado que la dinámica de expresión de sp56 es 
constante, menos en el comienzo de la espermiogénesis entre los tipos 
S5 a S9, donde la concentración de sp56 disminuye. Localizamos esta 
proteína tanto en el aparato de Golgi, como distribuida por todo el 
citoplasma. Esta distribución periférica sugiere que sp56 comienza a 
traducirse en los ribosomas mientras se introduce en el retículo 
endoplásmico rugoso (rER), donde se glucosila y forman los puentes 
disulfuro (Alberts et al., 2007; Karp, 2011). A continuación, sp56 sería 
transportada al aparato de Golgi y desde aquí, empaquetada en 
vesículas para ser enviada al acrosoma en formación. Sin embargo, esta 
vía de transporte de sp56 no explica la amplia distribución que hemos 
observado por todo el citoplasma. La hipótesis que barajamos es que 
sp56, después de madurar en el aparato de Golgi, es empaquetada en 
vesículas que son almacenadas en el citoplasma hasta que son 
requeridas para formar el acrosoma. Esta hipótesis la sustentamos en 
que se ha postulado una vía de formación del acrosoma desde la vía 
lisosómica, que se compaginaría con la vía de transporte de vesículas 
pre-acrosómicas directas desde el aparato de Golgi. Esta hipótesis 
señala que el acrosoma es una vesícula similar a los lisosomas (LRO), 
formada a partir de una vesícula principal desde donde se forman las 
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vesículas pre-acrosómicas (revisado en Berruti y Paiardi, 2011). También 
se ha localizado en el acrosoma ya formado la bomba de protones 
específica de testículo (Sun-Wada et al., 2004) y USP/UBPγ con su 
receptor de membrana MET, proteínas de membrana de vesículas 
pertenecientes a la vía endocítica (Berruti y Paiardi, 2015). Incluso las 
proteínas KIFC1 y Rab27a, sobre las cuales se ha hablado 
anteriormente, se han visto asociadas a vesículas relacionadas con los 
lisosomas (Raposo et al., 2007; Mukhopadhyay et al., 2011). Moreno et al., 
(2000b) también han observado que, además del aparato de Golgi y del 
acrosoma en formación, cerca de la región acrosómica hay otras 
vesículas con pH ácido, característica de los lisosomas, y también han 
localizado en las vesículas pre-acrosómicas, proteínas que están 
relacionas con esta vía de transporte de vesículas intracelulares, como 
por ejemplo la clatrina, COP (Moreno et al., 2000a), y las SNARE 
(Ramalho-Santos et al., 2001). Las proteínas COP y clatrinas son 
señalizadoras para transporte de vesículas, y las de la familia SNARE de 
fusión de membranas (Karp, 2011). Sin embargo, se ha visto que 
algunas proteínas específicas de esta vía son retiradas del acrosoma a 
medida que la espermátida redonda se va diferenciando, mediante un 
transporte retrógrado de vesículas hacia la vía lisosómica, 
probablemente para su eliminación (Moreno et al., 2000a). 
 
Aunque el acrosoma sea un orgánulo tan especializado, es lógico que 
las proteínas de transporte y fusión de la vía lisosómica estén presentes 
en las vesículas pre-acrosómicas, debido a que estos mecanismos están 
muy conservados en todos los tipos celulares. Sin embargo, en nuestro 
análisis mediante TEM no hemos visualizado sp56 asociada a vesículas 
en el citoplasma ya que el contraste con osmio es incompatible con la 
inmunocitoquímica con oro, por lo que no permite ver todas las 
estructuras intracelulares. Aunque nuestros resultados apuntan que no 
todas las proteínas siguen el mismo patrón de transporte hacia el 
acrosoma, no podemos concluir que el transporte de sp56 hacia el 
acrosoma se realice en vesículas tipo lisosoma. 
 
En relación con el epitelio seminífero de los ratones Gopc-/-, la 
concentración de sp56 en los citoplasmas de las espermátidas aumentó 
notablemente entre los tipos S5 a S13, pero en comparación con los 
ratones silvestres, hay menor expresión de sp56 en los citoplasmas de 
espermátidas S5 y mayor en S15, este último coincidiendo con su pico 
de concentración en los pseudoacrosomas. En la espermiación de los 
ratones Gopc-/- el exceso de citoplasma no se elimina de forma correcta 
ya que uniones celulares con las células de Sertoli, como las 
especializaciones ectoplásmicas, no se encuentran bien formadas (Ito et 
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al., 2004, Lu et al., 2015), al igual que en los ratones Zpbp1-/- (Lin et al, 
2007). Por este motivo, las espermátidas globozoospérmicas aun tienen 
los restos citoplasmáticos adheridos, mientras que en las espermátidas 
silvestres ya se han eliminado. El aumento de la expresión de sp56 
podría ser debido a que las espermátidas globozoospérmicas maduras 
tienen tanta cantidad de citoplasma como las espermátidas de estadios 
anteriores, por lo que las señales celulares que reciben son 
pertenecientes a los tipos celulares anteriores, lo que provoca que la 
traducción de esta proteína aún este activa (Greenbaum et al., 2003). 
 
En resumen, la síntesis de sp56 en la espermiogénesis es posible que 
comience en los ribosomas mientras entra en el rER para la síntesis, 
configuración y glucosilación de la proteína y desde aquí sea 
transportada al aparato de Golgi para ser empaquetada y almacenada 
en vesículas pertenecientes a la vía lisosómica. Igualmente, en los 
ratones Gopc-/- la expresión de esta proteína es mayor ya que las 
uniones de las espermátidas globozoospérmicas con las células de 
Sertoli no están bien formadas, por lo que el exceso de citoplasma no se 
elimina correctamente y la proteína continúa expresándose en los restos 
citoplasmáticos aún adheridos a la espermátida. 
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4. LA ESPERMIOGÉNESIS EN RATONES TRAS 
MICROINYECCIÓN INTRATESTICULAR DE ANTI-GOPC 
 
En las células germinales masculinas, la proteína GOPC, como ya se 
ha comentado, está localizada en la región trans-Golgi y forma parte del 
transporte de las vesículas pre-acrosómicas desde el aparato de Golgi 
hacia la región perinuclear para la formación del acrosoma. Cuando 
GOPC está ausente, este transporte no se produce y las vesículas pre-
acrosómicas no se fusionan, lo que provoca la aparición de los 
pseudoacrosomas (Ito et al., 2004; Kierszenbaum et al. 2004; Chemes y 
Álvarez-Sedo, 2012). GOPC también tiene funciones importantes en 
células somáticas (Chares et al. 2001; Neudauer et al. 2001; Cheng et al. 
2002), por lo que los ratones knockout para esta proteína tienen varios 
problemas sistémicos, dificultades para procrear y baja tasa de 
supervivencia. 
 
La técnica de microinyección intratesticular es ampliamente utilizada 
en estudios de fertilidad masculina, en los cuales durante el llenado de 
los túbulos seminíferos se utiliza Azul tripán (Ogawa et al., 1997; Lu et al., 
2006; Li et al., 2009; Hermman et al., 2012; Medrano et al., 2014). En 
nuestro caso, hemos microinyectado un anticuerpo que bloquea la 
acción de la proteína GOPC in vivo, para obtener espermátidas 
globozoospérmicas, junto con el colorante Azul de bromofenol. Este 
colorante también ha sido microinyectado en solitario para ser utilizado 
como control negativo y hemos observado que el Azul de bromofenol no 
provoca efectos secundarios ni afecta al correcto desarrollo de la 
espermiogénesis. 
 
Nuestros resultados muestran que la estructura del epitelio 
seminífero de los ratones tras microinyección intratesticular de anti-
GOPC, analizada mediante microscopía óptica, se mostraba rota en 
algunos de los túbulos, de manera que era difícil diferenciar los 
compartimentos basal y adluminal de los túbulos. En uno de los 
primeros trabajos en los que se utilizó la microinyección intratesticular 
para estudiar la espermatogénesis observaron que esta técnica 
provocaba una inflamación del tejido, así como la infiltración de 
monocitos y leucocitos en el epitelio seminífero (Mancini et al., 1974). 
Nosotros no hemos encontrado infiltraciones de células del sistema 
inmune en el epitelio seminífero y las células de Sertoli mostraron una 
morfología normal, lo que sugiere que la Barrera Hemato-testicular no 
ha resultado afectada. Otro estudio similar al nuestro es el de Primakoff 
et al. (1997) en el que inyectaron un anticuerpo anti-PH-20, contra una 
proteína del acrosoma y provocaron infertilidad reversible en cobayas 
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macho, aunque también observaron inflamación en el tejido y ausencia 
de espermatozoides en el epidídimo (Tung et al., 1997). Sin embargo, en 
estudios posteriores, en los que se introdujeron tanto anticuerpos para 
bloquear una proteína específica, como células germinales que 
migraban hasta el compartimento basal del epitelio seminífero donde 
conseguían diferenciarse a espermátidas alargadas, no se describen 
estas afecciones (Brinster y Avarbrok, 1994; Brinster y Zimmerman, 1994; 
Ogawa et al., 1997; Hermann et al., 2012; Medrano et al., 2014). Esta forma 
de utilizar la técnica de la microinyección intratesticular para introducir 
células germinales y repoblar los túbulos seminíferos se podría utilizar 
en pacientes con cáncer o afecciones de testículo, para recobrar la 
producción espermática. Incluso podría utilizarse para crear un modelo 
experimental en el cual se introduzcan en el testículo de individuos de 
genotipo silvestre células germinales modificadas genéticamente (Lu et 
al., 2006; Medrano et al., 2014). 
 
En este trabajo, hemos analizado distintos aspectos relacionados con 
la biogénesis del acrosoma. Con la tinción PAS se observó que la 
localización de glicoproteínas, así como su distribución en los ratones 
microinyectados con anti-GOPC, era similar a la de los ratones Gopc-/-. 
Las espermátidas en proceso de elongación en ambos tipos de ratones 
tenían una estructura irregular semejante, aunque algunas de las 
espermátidas entre los tipos S11-S16 de los ratones con anti-GOPC 
mostraron morfología alargada, lo que hace suponer que habían pasado 
por un proceso normal de espermiogénesis. Así, se observaron 
espermátidas entre los tipos S13 a S16 con morfología variada, tanto 
alargadas como con forma globular cerca de la luz de los túbulos 
seminíferos. Este hecho indica que la microinyección de anti-GOPC en 
estas condiciones ha provocado una globozoospermia parcial. 
 
Por su parte, la inmunolocalización de las proteínas acrosómicas 
Acrosina, GCNF y sp56 también nos ha permitido observar la acción de 
la microinyección intratesticular de anti-GOPC durante la 
espermatogénesis. Los acrosomas de las espermátidas de los estadios V 
y VIII, representativos de las fases de casquete y acrosómica de la 
espermatogénesis, mostraron morfologías diferentes dentro del mismo 
túbulo seminífero. La morfología de algunos de los acrosomas fue 
semejante a la de los ratones Gopc-/-, con un pseudoacrosoma sin 
recubrir la parte anterior del núcleo, mientras que otros tenían 
morfología alargada, parecida a la de los ratones silvestres. Esto 
contrasta con lo descrito por Li et al., (2009). En este trabajo 
microinyectaron anti-DYDC1 en los túbulos seminíferos de ratones y 
lograron bloquear la formación del acrosoma en más de un 50% de las 
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espermátidas analizadas. Es posible que nuestra concentración de anti-
GOPC utilizada en la microinyección sea demasiado baja para provocar 
el bloqueo de la biogénesis del acrosoma en todas las espermátidas. 
 
El análisis de la espermiogénesis, entre los estadios IX-XII del ciclo 
del túbulo seminífero nos ha permitido observar la acción de anti-GOPC 
en la elongación de las espermátidas redondas en los ratones tras 
microinyección intratesticular de anti-GOPC. La distribución de las 
proteínas GCNF y sp56 fue similar a lo observado en los ratones Gopc-/-, 
cuyo análisis se ha realizado en los puntos 2 y 3 de esta Discusión. 
 
El análisis ultraestructural de las células del epitelio seminífero tras 
microinyección de anti-GOPC mostró más evidencias en las similitudes 
con el fenotipo globozoospérmico. En primer lugar, se observó que las 
espermatogonias tenían morfología normal y los espermatocitos 
presentaban el núcleo más grande de lo habitual, sin las cisternas 
citoplasmáticas descritas por Toyama et al., (2013). No obstante, estas 
cisternas las observaron a las cuatro horas de realizar la microinyección 
y en nuestro estudio se ha esperado 35 días para analizar la 
ultraestructura del epitelio seminífero. Igualmente, se observan los 
acrosomas elongados aunque irregulares y los núcleos con 
invaginaciones no habituales, lo que provoca que los acroplaxomas no 
se encuentren unidos a ellos, similar a lo descrito por Kierszenbaum et 
al.(2004), Ito et al. (2004) e Ito et al. (2009). La manchette también se 
visualizó localizada de forma ectópica o invaginada en el núcleo de 
algunas de las espermátidas en elongación, como ocurre en las 
espermátidas globozoospérmicas (Ito et al. 2004). 
 
En este estudio se ha seleccionado la proteína GOPC como diana 
para impedir el correcto desarrollo de las espermátidas. Aun así, en la 
bibliografía hay descritas varias proteínas que se consideran buenas 
dianas para este tipo de estudios. Entre estas proteínas se encuentran 
SP-10 (Coonrodet al., 1996), Ecuatorina (Yoshinagaet al., 2001), Izumo 
(Naz, 2014), o incluso sp56 (Hardy y Mobbs, 1999; Hardy et al., 2004), entre 
otras. No obstante, el bloqueo mediante anticuerpos de estas proteínas 
espermáticas se ha realizado con espermatozoides ya maduros in vitro, y 
en modelos experimentales hembra, provocando una respuesta inmune 
en el organismo que se activa cuando los espermatozoides ya se 
encuentran en el tracto reproductor femenino, con el objetivo de 
impedir la fecundación del ovocito.  
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Por otro lado, hay otros ejemplos de respuesta inmunitaria en 
modelos experimentales macho teniendo como diana una proteína de 
espermatozoides. Por ejemplo, en un trabajo inmunizaron a los 
animales del estudio contra la proteína Eppin, la cual quedó bloqueada 
(O´Rand et al., 2004; Yan et al., 2015; O´Rand et al., 2016). También 
bloquearon una glicoproteína, denominada en los estudios 80kDa HSA, 
cuya unión a anticuerpos específicos provoca pérdida de motilidad y 
aglutinación de los espermatozoides en el epidídimo (Bandivdekar et al., 
2005; Khobarekar et al., 2008). Pero no solo se están realizando estudios 
dirigidos al bloqueo de proteínas acrosómicas, sino también hacia 
proteínas de la Barrera Hemato-testicular (Chung et al., 2001; Siu y 
Cheng, 2004; Siuet al., 2005; Toyama et al., 2008), para evitar que se 
formen las uniones entre las células de Sertoli y las células germinales, 
y así interrumpir la espermatogénesis. 
 
Aunque se acaban de describir varios ejemplos de estudios de 
inhibición de la fertilidad, la mayoría de estos trabajos se centran en el 
bloqueo de proteínas espermáticas de espermatozoides tanto in vitro, 
como en hembras. Pero son pocas las investigaciones centradas en 
desarrollar nuevos métodos anticonceptivos para el hombre que sean no 
hormonales, eficaces, reversibles y sin efectos secundarios. Además, 
ningún método actualmente en desarrollo ha sido probado en humanos 
(Amory, 2016), y si nos centramos en el bloqueo de la espermatogénesis, 
los trabajos se centran en romper la Barrera Hemato-testicular, una 
forma indirecta de impedir la correcta espermatogénesis. Los resultados 
preliminares obtenidos en este trabajo, junto con la bibliografía citada 
en este punto, dejan entrever que el bloqueo de la espermiogénesis in 
vivo es una vía de investigación con la que se pueden lograr resultados 
muy prometedores. 
 
Resumiendo, podemos señalar que la microinyección intratesticular 
de anti-GOPC en ratones de genotipo silvestre provoca la formación de 
pseudoacrosomas en algunas espermátidas, aunque otras presentan el 
acrosoma cubriendo la parte anterior del núcleo pero sin estar 
totalmente anclado, debido a que el acroplaxoma no se encuentra bien 
localizado. La manchette también se ha podido observar invaginada en 
el núcleo o localizada ectópicamente. Sin embargo, algunas de las 
espermátidas han pasado por un proceso normal de espermiogénesis 
por lo que se ha obtenido una globozoospermia parcial. 
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1. La proteína GCNF se localiza en el núcleo de todas las células 
espermatogénicas y en el acrosoma y la manchette de todas las 
espermátidas. Se transporta por la manchette hacia el núcleo y hacia 
el axonema. En ausencia de GOPC, GCNF se acumula en la 
manchette. 
 
2. La proteína sp56 se localiza exclusivamente en los acrosomas en 
formación y en el citoplasma de las espermátidas, lo que sugiere que 
sp56 se empaqueta y almacena en vesículas que contribuyen a 
formar el acrosoma por la vía lisosómica. En ausencia de GOPC, sp56 
se acumula en los restos citoplasmáticos adheridos a las 
espermátidas globozoospérmicas. 
 
3. En ratones globozoospérmicos Gopc-/-, el transporte de las vesículas 
pre-acrosómicas entre el aparato de Golgi y la región perinuclear y el 
transporte proteico intramanchette están afectados, lo cual puede 
deberse a que GOPC interacciona con la proteína motora miosina-Va. 
 
4. La ausencia de GOPC produce la deslocalización del complejo 
acrosoma-acroplaxoma-manchette durante su formación, lo que 
conlleva un fallo en la polaridad de las espermátidas. 
 
5. La microinyección intratesticular de 1µg del anticuerpo anti-GOPC 
provoca una globozoospermia parcial, ya que se observan 
espermátidas normales y globozoospérmicas. Este bloqueo de GOPC 
in vivo provoca fallos en la formación del acroplaxoma y la 
localización de la manchette, así como una condensación nuclear 
defectuosa de algunas de las células espermiogénicas. 
 
6. La distribución de las proteínas GCNF y sp56 en las células 
espermatogénicas de ratones con microinyección intratesticular de 
anti-GOPC es similar a la de los ratones Gopc-/-. 
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1. ABREVIATURAS 
 
• ΔCT: ciclo de amplificación de qPCR relativizado al control endógeno 
• μg: microgramos 
• μl: microlitros 
• ACR: Acrosin 
• APS: Persulfato de amonio 
• BCA: Ácido bicinconínico 
• BSA: Bovine Serum Albumina 
• CAL: CFTR-associated ligand 
• cDNA: DNA complementario 
• CFTR: Cistic fibrosis transmembrane regulator 
• CO2: Dióxido de carbono 
• CT: ciclo de amplificación de qPCR 
• CuSO4: Sulfato de cobre 
• DAB: 3,3-diaminobenzidine tetrahychloride 
• DNA: Ácido desoxirribonucleico  
• dNTPs: Desoxirribonucleótidos 
• EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor  
• ES: segmento ecuatorial de la cabeza de la espermátida  
• FSH: Hormona Foliculoestimulante 
• FIG: Fused in glioblastoma 
• FIV: Fertilización in vitro 
• GCNF: Germ cell nuclear factor 
• GnRH: Hormona liberadora de Gonadotropinas 
• GOPC: Golgi-associated PDZ and coiled-coil motif-containingprotein 
• GSTs: Glutation S-transferasa 
• H2Od: agua destilada 
• H2O DEPC: agua con dietil-pirocarbonato 
• HCl: Ácido clorhídrico 
• HER2: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2  
• HIV: virus de la Inmunodeficiencia Humana 
• HRP: enzimahorseradish peroxidase 
• IAM: Membrana acrosomal interna 
• IFT: Transporte Intraflagelar 
• IMT: Transporte Intramanchette 
• K5: queratina 5 
• KCl: Cloruro de potasio 
• KDa: Kilodalton 
• KIFC1: Kinesin-like protein KIFC1 
• LH: Hormona Luteinizante 
• LINC: Linker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton Complex 
• LRO: Lysosome-Related Organelle 
• MET: Tyrosine-protein kinase Met 
• MMP2: Matrix metalloproteinase 2 
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• MTOC: Centro de organización de microtúbulos  
• NaCl: Cloruro de sodio 
• NaOH: Hidróxido de sodio 
• NaHPO4: Fosfato de sodio 
• NGS: Normal Goat Serum 
• NR6A1: Nuclear receptor subfamily 6 group A member 1 
• OAM: Membrana acrosomal externa 
• Oct4: Octamer-binding protein 4 
• ODFs: Outer dense fiber proteins 
• Pa: Pascales 
• PAS: Tinción del Ácido Peryódico-Schiff 
• PBS: Phosphate Buffer Saline 
• PBTx: Phosphate Buffer Saline-Triton100X 
• PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa 
• PH-20: Hyaluronidase PH-20 
• PIST: PDZ protein interacting specifically with TC10 
• PUFA: Ácidos grasos poli-insaturados 
• qPCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa  
• RNA Ácido ribonucleico 
• rpm: revoluciones por minuto 
• Rps15: 40S ribosomal protein S15 
• rRE: Retículo endoplásmico rugoso 
• RTª: Temperatura ambiente 
• RT-qPCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa con 
Transcripción Inversa  
• RTR: Retinoid receptor-related testis-specific receptor 
• Sak57: ortólogo murino de la queratina 5 
• SDS: Sodium Dodecil Sulfate 
• SEM: error estándar de la media 
• Spata16: Spermatogenesis-associated protein 16 
• sp56: Sperm fertilization protein 56 
• TBS: Tris Buffer Saline 
• TBS-T: Tris Buffer Saline-Tween20 
• TEM: Microscopía electrónica de transmisión 
• MMPs: metaloproteinasas 
• mUBPy: Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 8 
• VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor  
• WHO: Organización Mundial de la Salud 
• ZP3: Zona pellucida sperm-binding protein 3 
• ZP3R: Zona pellucida sperm-binding protein 3 receptor 
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2. REACTIVOS 
 
2.1. Inmunohistoquímica para microscopía óptica  
 
Fijador de Bouin 
- 11ml solución saturada de Ácido 
pícrico 
- 3,5ml Formaldehído 
- 0,5ml Ácido acético glacial 
- pH 2,2 
 
PBS 10X 
- 2g KCl 
- 2g H2PO4 
- 80g NaCl 
- 21,6g NaHPO4 
- ajustar pH 7,4 con HCl 
- H2Odhasta 1L 
PBTx 0,1% 
- 100ml PBS10X 
- 900ml H2Od 
- 1ml Triton100X 
 
 
 
2.2. Inmunohistoquímica para TEM 
 
Glutaraldehído 2% 
- 8ml Glutaraldehído al 25% 
- 92ml PBS1X 
 
Lowicryl® K4M  
- 2,7ml Croslinker A  
- 17,3ml Monomer B 
- 0,1g Iniciator C 
Acetato de uranilo 
- 3g Acetato de uranilo 
- 100ml H2O Mili-Q 
 
 
 
Citrato de plomo 
- 2,66g Nitrato de plomo 
- 3,52g Citrato de sodio 
- 84ml H2Od 
- 16ml NaOH 1N 
- pH 12 
 
2.3.Western Blot 
 
RIPA Buffer 
- 50mM Tris pH 8.0 
- 150mM NaCl 
- 1.0% IGEPAL® CA-630 
- 0.5% desoxicolato sódico 
- 0.1% SDS 
Protease Inhibitor Cocktail 
- 2mM AEBSF 
- 0.3μM Aprotinin 
- 116μM Bestatin 
- 14μM E-64 
- 1μM Leupeptin 
- 1mM EDTA 
SDS-Sample Buffer Morris (4X) 
- 2,5ml Tris-HCl 1M (pH 6,8) 
- 1g SDS 
- 0,8ml 0,1% Azul de Bromofenol 
- 4ml glicerina 
- 2ml β-mercaptoetanol 
- H2O Mili-Q hasta 10ml 
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Gel de SDS-Poliacrilamida al 10% 
Running Gel 
- 5ml Bisacrilamida al 30%                     
- 3ml Tris-HCL 2M                                  
- 7ml H2O Mili-Q  
- 75μl 20% SDS                                       
- 75μl 10% APS                                       
- 5μl TEMED                                                       
Stacking gel 
- 1ml Bisacrilamida al 30%  
- 750μl Tris-HCL 0,5M 
- 5,75ml H2O Mili-Q  
- 37,5μl 20% SDS  
- 62,5μl 10% APS  
- 6,25μl TEMED 
Tris-HCl 2M 
- 24,14g Tris 
- ajustar pH 8,8 con HCl 
- H2O Mili-Q hasta 100ml  
Tris-HCl 0,5M 
- 6,06g Tris 
- ajustar pH 6,8 con HCl  
- H2O Mili-Q hasta 100ml  
Tampón electroforesis 10X 
- 30,29g Tris 
- 142,263g glicina 
- 10g SDS 
- 1L H2O Mili-Q 
Tampón de transferencia 1X 
- 700ml Tampón electroforesis 1X 
- 200ml metanol 
Rojo Ponceau 
- 0,5g Rojo Ponceau 
- 1ml Ácido Acético Glacial 
- H2O Mili-Q hasta 100ml  
 
TBS 10X 
- 6,06g Tris  
- 43,83g NaCl 
- ajustar pH 7,4 con HCl 
- H2O Mili-Q hasta 500ml  
TBS-T 
- 50ml TBS 10X 
- 500µl Tween20 
- 450ml H2O Mili-Q  
 
 
Tampón de Stripping 
- 2,92g NaCl 
- 3,75g glicina 
- 5ml SDS 20% 
- ajustar pH 3 con HCl 
- H2O Mili-Q hasta 500ml  
 
2.4. RT-qPCR 
 
FFPE RNA Purification Kit 
- Citrosol 
- Etanol 95% 
- Proteinasa K 
- Digestion Buffer A 
- Buffer RL 
- DNasa I 
- Wash Solution A 
- Elution Solution A 
iScript™ cDNA Synthesis Kit 
- 5x iScript Reaction Mix 
- iScript Reverse Transcriptase 
- Nuclease-free water 
 
 
 
 
 
Platinum® Multiplex PCR Master Mix 2X 
- Multiplex PCR Master Mix 2x 
Power SYBR® Green PCR Master Mix  
- Power SYBR® Green PCR Master Mix 2x 
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3. EQUIPOS 
 
3.1. Inmunohistoquímica para microscopía óptica 
 
- Shandon Citadel™ 1000 Tissue Processor (Thermo Scientific) 
- Shandon Histocentre 2 Tissue Embedding Center (Thermo Scientific) 
- Microtomo Shandon Finesse 325 (Thermo Scientific) 
- Varistain 24-4 (Thermo Scientific) 
- Microscopio óptico Olympus BX50 (Olympus) 
 
3.2. Inmunohistoquímica para TEM 
 
- Ultramicrotomo Leica Ultracut UCT (Leica) 
- Microscopio electrónico de transmisión Philips EM208S (Philips) 
 
3.3. Western Blot 
 
- Sonicador Sonopuls Ultrasonic homogenizers (Bandelin) 
- Lector de placa Synergy HT (BioTek) 
- Centrífuga 5415R (Eppendorf) 
- TS1 ThermoShaker (Biometra) 
- PowerPac Basic™ (BIO-RAD) 
- Membrana de nitrocelulosa WhatmanTM (LifeSciences) 
- Revelador G:BOX(BioTek). 
 
3.4. RT-qPCR 
 
- Microtomo Shandon Finesse 325 (Thermo Scientific) 
- Eppendorf RNasa-free (Eppendorf) 
- TS1 ThermoShaker (Biometra) 
- Columnas de purificación de RNA (Norgen Biotek Corp.) 
- Tubos colectores (Norgen Biotek Corp.) 
- Centrífuga 5415R (Eppendorf) 
- Nanodrop Synergy HT (BioTek) 
- Lector de placa Synergy HT (BioTek) 
- Termociclador C1000™ Thermal Cycler (BIO-RAD) 
- Termociclador CFX96™ (BIO-RAD) 
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4. MATERIAL DE MICROINYECCIÓN INTRATESTICULAR 
 
Anestesia 
- Manta eléctrica 
- Bisturí 
- Esparadrapo 
- Povidona Yodada  
- Isoflurano 
 
Procedimiento quirúrgico 
- Pinzas y tijeras de cirugía 
- Capilares de vidrio de boro-silicato 
- Azul de bromofenol 
- Micromanipulador Mk1 Micromanipulator (Singer 
Instruments) 
- Microinyector CellTram®Air (Eppendorf) 
- Parafilm® 
- Bastoncillos 
- Tijeras de sutura 
- Hilo sutura absorbible (Laboratorio Aragó S.L.) 
- Hilo sutura no absorbible (Laboratorio Aragó S.L.) 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
